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1. INTRODIJCCION
2¡.1 RETROVIRUS Y ‘7111-1
1. 1. 1 Retroi’iridae
Según el “dogma central de la biología molecular” descrito por Watson y
Crick en [953, la transferencia de información en el mundo biológico transcurre de
DNA a RNA y a proteina.
Sin embargo, en 1970 Temin y Mitzutani (¡970) y Baltimore (1970)
establecieron que los retrovirus, virus con genoma RNA entonces denominados virus
tumorales RNA, podían introducir su información en el DNA de la célula infectada.
Esta reacción enzimática nueva se denominó transcripción inversa y está catalizada por
la enzima retrotranscriptasa (RT), presente en las partículas víricas. Posteriormente los
virus tumorales RNA frieron rebautizados como retrovirus, indicando que la
información genética va hacia atrás (retro) según el mencionado dogma.
El material genético de los retrovirus está en forma de RNA en la particula
virica y en forma de DNA cuando se haya integrado en el DNA cromosómico de la
célula hospedadora como provirus. Los viriones tienen una envoltura de naturaleza
lipidica que deriva de la membrana plasmática en el proceso de salida de los víriones
de la célula. Su diámetro es de lOO nm y en su interior se encuentran dos moléculas
idénticas de RNA de cadena simple de polaridad positiva y de 7 a 10 Kb (Coifin,
1992). Además del RNA. genómico, hay una molécula de RNA de transferencia
(RNAt) asociada al genoma, que actúa de iniciadora de la reacción de transcripción
inversa. El DNA presenta dos zonas terminales repetidas (“Long terminal repeat”,
LTR) a ambos extremos de la molécula. Estas regiones contienen secuencias
reguladoras de la transcripción, del procesamiento del RNA y de la integración del
DNA virico en el DNA cromosomíco.
Las primeras clasificaciones de los retrovirus se basaron en la forma de la
nucleocápsida, distinguiéndose particulas de tipo A, B, C o D. Posteriormente, los
retrovirus se clasificaron en tres familias dependiendo de su patogenicidad:
()ncov¡r¡nae, Len/ií.’iiinae y Spumavirinae. Actualmente, basándose en la secuencia
nucleotídica y de aminoácidos, la familia J?elroviridae se ha clasificado en siete
géneros que a su vez están divididos en subgéneros (Tabla 1. 1).
Como revisiones generales sobre retrovirus ver Weiss y cols, l985~ Fields y cois,
1990.
3Tabla II. Clasificación de la familia Reirov/ridae <ICTV. 199<)
Subgénero Ejemplos
Tipo E dc mamifero Virus del tumor mamario dc ratón
Relacionado con VLM Tipo Cdc rnaínifcro
Reticuloendoteliosis
Tipo C dc reptiles
Virus dc la leuccmia inurxna
Virus de la reticuloendoteliosis aviar
Retrovirus de víbora
Tipo O de primates
Tipo D de ovinos
Relacionado con VLA
Spun¡avirus
Rclrovirus simio. Virus de mono Mason-
Pfizer
Rctrovirus Jaagsieklc
Vijus relacionados con la leucemia y sarcoma
aviar
Virus ‘espumosos” humano, simio y felino
Virus linfotrópico
leucemia bovina
Virus de la inmunodeficiencia
primate (humana. simia)
ovino y caprino
cquinos
felinos
bovinos
Lentivirus
Lentivinis
Lcntivírus
Lentivirus
humano, virus de la.
Virus de la iriniunodeficiencia humana. x’irus
de la iiimunodeficiencia del simio
Virus Visna/Maedi
Virus dc la anemia infecciosa equina
Virus de la inmunodeficiencia felina
Virus de inmunodcficicuicía bovina
Género
Tipo D
HTLV-VL13
Lenlivirus
VLM: virus de la leucemia murína. VLA: virus dc la leucemia aviar. HTLV: virus linfotrópico
humano. VLE: virus de la leucemia bovina,
41.1.2. El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 es el agente causal
del síndrome dc inrnunodeficiencia adquirida
1.1.2.4 Progresión de la infección por el VIII
El primer indicio de que el síndrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
podía estar causado por un retrovirus, data de 1983 cuando se aisló un retrovirus a
partir dei nódulo linfático de un paciente con linfoadenopatia persistente (LP) (Barre-
Sinoussi y cols, 1983). Este virus se incluyó inicialmente en el grupo de los ya
conocidos retrovirus humanos 1-ITLV (virus linfotrópicos humanos, “human T-cell
ieukemia virus’>) (Gallo y cols, [983). Estudios posteriores identificaron que el
causante del síndrome de inmunodeficiencia, aunque con la misma capacidad de
infectar células que expresan la molécula CD4 que los HTLV, tiene ciertas
características diferentes y lo denominaron, dependiendo de los autores, virus asociado
a linfoadenopatia (‘lymphadenopathy-associated virus’, LAV) (Montagnier y cols,
1984), virus de la leucemia de células T humanas tipo III (HTLV-lII) (Gallo y cols,
1984) y retrovirus asociados con el SIDA (AIDS-associated retroviruses, ARV) (Lev
y cols, 1984). Posteriormente se identificó que estos tres virus (LAV, [-ITLV-IIl y
ARV) pertenecían al n-iismo grupo de retrovirus, lentivirus, y se acordó el nombre de
virus de la inmunodeficiencia humana (VIIi). De hecho, el virus denominado HTLV-
III por el grupo de Gallo resultó ser el mismo que el virus aislado y caracterizado por
el grupo de Montaigner y denominado LAI (Wain-Hobson, 1991).
El VIH infecta células T activadas fundamentalmente, macrófagos o células de
mucosas anales o uterinas. Los pasos implicados en la patogénesis del VIH propuestos
se detallan a continuación (Fig. 1. 1).
En los primeros días después de la primoinfección tiene lugar la replicación
vírica en los nódulos linfáticos, detectándose niveles elevados de antigenemia p24 y de
viremia en sangre, un descenso del número de linfocitos T que expresan el receptor
CD4 en su superficie (células CD4±)y un aumento del número de células linfoides que
expresan el receptor CD8 en su superficie (células CDS±)(sus niveles suelen
permanecer ligeramente elevados durante los meses o incluso años siguientes a la
primoinfección). Generalmente la viremia decae sustancialmente al cabo de un mes,
probablemente como respuesta del sistema inmune ante la infección, mientras el
número de células linfoides CD4* suele aumentar hasta niveles cercanos a los
normales en los 3 o 4 meses siguientes a la primoinfección. Después comienza la
5dísininucion progresiva a lo largo de la infección persistente. En el momento en que el
individuo desarrolla síntomas, el número dc células Ci)4 y suele estar íor debajo de
300 po¡’ pl y los niveles de VIII en la sangre suelen ser elevados en comparación con
los detectados en la fhse asintomática, También se aprecia un descenso en el numero
de células Ci)S4 . listas observaciones presagian el desarrollo de la enfermedad
(revisión en l4cvy JA, 993)
li o ira 1 . 1 I>a sos implicados en la ,pato’’cmesis del VII L 1.a luma represetita Itt Virai,i ti deterní nada
por lo.s ni icles dc ant.i ge no 124 tibit en la sangre. Se indica, los sin tomas clini ros en re laci¿a con el ni “el (le la
vireta a 1)
10s1 ná tiea lo la rg. de la i n fece i<u,. 1 1 cje de ordetíadas en eí margel i¡qitier do 111(1 ca los valores de
viren)ia íla.snvilícu (dilución por litro). [tít cl margen derecho se indican las células ‘1’ (‘1)4+ por mm3. (Adaptado
61.1.2.2 Estructura genómica del ‘7111-1
El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-l) presenta una
nucleocápsida compuesta por la proteína vírica p24, codificada por el gen gag. Dentro
de la nucleocápsida se encuentran dos moléculas idénticas de RNA, asociadas a la
proteína retrotranseriptasa (RT) y a las proteinas de la nucleocápsida p9 y p7. La cara
interna de la membrana virica está rodeada por la matriz, formada por la proteína pl7
codificada por el gen gag. Esta matriz resulta necesaria para la incorporación de las
proteinas de la envoltura a viriones maduros (Yu y cols, 1992). La superficie del virus
está formada por espiculas, trímeros o tetrámeros de las proteínas de la envoltura gp4 1
y gp 120 (Weiss y cols. 1990) (Levy JA, 1993) (Fig l .2.A).
Además de los genes estructurales gag, 1)0/ y ciii’, comunes a todos los
retrovirus, se han identificado genes reguladores, tal, rey y posiblemente nel y genes
accesorios rif vpr, vpu, vpi, y lev (Vaishnav y Wong-Staal, 1991) (Fig. 1.2.B).
1 1.2.2.1 Genes estructurales
El genoma de los retrovirus presenta tres genes estructurales: gag, po/y cm’.
El gen gag codifica las proteínas que integran la nucleocápsida: pl, p9, p17
(también denominada plS) y p24 (también denominada p25). Estas proteínas dirigen
los procesos de ensamblaje de los componentes del virión así como su salida de la
célula. Recientemente se ha descrito su implicación en el proceso de localización
nuclear del complejo de preintegración en el DNA genómico de la célula hospedadora
(von Schwedler y cols. 1994; Heinzinger y cols, 1994).
El gen poi codifica las enzimas víricas: la proteasa, la retrotranscriptasa y la
integrasa. La proteasa provoca las rupturas proteolíticas que dan lugar a las proteínas
maduras gag y pu1 durante la maduración. La retrotranscriptasa presenta dos
dominios, uno con actividad polimerasa tanto RNA como DNA dependiente, y otro
con actividad RNasa H. Esta enzima cataliza la reacción de transcripción inversa o
retrotranscripción por la que el RNA virico de polaridad positiva se copia a DNA de
polaridad negativa, que se copia a su vez, para dar el DNA de doble banda. La
integrasa presenta las actividades enzimáticas requeridas para catalizar la reacción de
integración del DNA vírico en el cromosómico.
El producto del gen ciii’ tras su glicosilación (glicoproteina gp 160) sufre una
ruptura proteolítica dando lugar a dos proteínas (gpl2O y gp4l) que permanecen
7unidas por interacciones no covalentes. Estas proteinas son procesadas por proteasas
celulares, no viricas como ocurre con las proteínas anteriormente descritas~. Su papel
es unírse al receptor celular y permitir la entrada del virus en el citoplasma de la célula
hospedadora. La gp4 1 es la proteína transmembrana y une la glicoproteina gp 120 a la
membrana virica, aunque podría también estar implicada en la capacidad de formación
de sincitios del virus (Cao y cols, 1994). La gp 120 es la proteína más externa y en ella
se encuentra el dominio que se une al principal receptor celular (CD4) (Freed y cols,
1989; Kozarsky y cols, 1989; Coflin, 1 990~; Willey y cols, 1994).
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81.2.2.2 Genes reguladores
El VIH-l presenta tres genes reguladores: tal, rei’ y ne¡
El gen ía codifica una proteína de 16 KDa que actúa como un potente
transactivador (en más de lOO veces) de la expresión génica dirigida por las LTR y
resulta esencial para la replicación vírica (Arya y cols, 1985; Sodroski y cols, 1985).
En esta proteína se han identificado 3 dominios: 1) la región amino terminal, de
carácter ácido, Ji> una región en la que hay presentes 7 residuos de cisteina y ib) una
región compuesta por aminoácidos de carácter básico. En células infectadas esta
proteína se ha localizado en el nucleolo. Es importante resaltar que actúa uniéndose al
RNA vírico (al elemento TAR,”Transactivation responsive region” localizado en la
región R de la LTR del RNA) y activa, junto con otros activadores de la transcripción
de origen celular (como SPI y NTk~3) la elongación de los transcritos formados
durante la transcripción temprana (Arya y cols, 1985; Rosen y cols, 1985; Sodroski y
cols, 1985; Feng y Holland, 1988; Berkhout y cols, 1989; Roy y cols, 1990). Esta
proteína parece estar implicada en la estimulación de interleuquina 2 (IL-2), citoquina
implicada en el crecimiento y diferenciación de los linfocitos T y B. células “natural
Killer”. monocitos y macrófagos (Westendorp y cols, 1994).
El gen ver codifica una proteina de 19 KDa que resulta esencial para la
replicación virica (Feinberg y cols; 1986, Sodroski y cols, 1986). Presenta un dominio
compuesto por aminoácidos de carácter básico (Malim y cols, 19890) que permite la
localización de la proteína en el nucleolo. Este dominio resulta esencial para la
interacción de la proteina con su secuencia diana en el RNA (región RRE “rey-
response element”) localizada en el gen eni’ y para su actividad (Malim y cols, 1989b;
Cochrane y cols, 1990). Otro dominio, rico en residuos de leucina, podría actuar como
dominio activador y ser el responsable de la exportación de transcritos con la
secuencia RRE fuera del núcleo, Esta proteína controla el transporte al citoplasma
(Emerman y cols, 1989; TVIalim y coís, 1990), así como la estabilidad de los transcritos
de VIH que codifican las proteínas estnícturales que no han sufrido o que han sufrido
un único proceso de procesamiento. Es decir, la proteína rey es la responsable del
paso de la transcripción temprana a la transcripción tardía en que se dan RNAm largos
(Felbery cols, 1989; Arrigo yChen, 1991; FelberyPavlakis, 1993).
El gen ne/ codifica una proteina citoplasmática de 25-27 KDa (Alíen y cols,
1985; Guy y cols. 1990; Laurent y cols, 1990; Kaminchik y cols, 1991). Se encuentra
unida a la cara interna de la membrana plasmática, probablemente por la molécula de
9ácido mirístico que contiene, Esta proteína es necesaria para que la infección que da
paso a la enfermedad sea persistente y regula de manera negativa los factores de
transcripción NF-KB y AP-1 <Bandrés y Ratner, 1994). Por otro lado, aunque la
función exacta de esta proteína no ha sido establecida, su expresión parece alterar la
expresión de la molécula CD4 (para una revisión ver Hovanessian, 1992).
1.1.2.2.3 Genes accesorios
Se han descrito 5 genes accesorios en el VIH- 1: vig vpr, vpu, vpt y Tev¡Tnv.
El gen rif codifica una proteína de 23 KDa, localizada en el citoplasma de la
célula infectada, llamada factor de infectividad del virión (virion infectivity factor, viO.
Esta proteína está implicada fundamentalmente en la transmisión extracelular del virus;
no así en la transmisión directa de célula a célula (Strebel y cols, 1987; Kan y cols,
1986; von Schwedler y cols, 1993) e incrementa la infectividad virica durante la
producción de las partículas víricas (Gabuza y cols, 1992).
El gen i’pr codifica una proteína de 15 KDa en la que se distinguen zonas
hidrofóbicas y zonas cargadas positivamente y está asociada al virión. Su papel es
acelerar la replicación y el efecto citopático (ECP) del VIH-1 en células ‘1’ CD4~,
fundamentalmente en la etapa temprana de la infección (Ogawa y cols, ¡989).
Además, estimula en tres veces [a expresión de genes marcadores unidos a LTR
(Cohen y cok. 1990), Las proteínas vpr y tat tienen un efecto sinérgico en la expresión
génica dirigida por LTR. A diferencia de tal, vpr estimula la expresión génica a través
de promotores tanto celulares como viricos (Vaishnav y Wong-Staal, 1991) y está
implicada en la localización nuclear del complejo de preintegración, necesaria para la
integración del genoma virivo en el de la célula hospedadora (Heinzinger y cok,
1994).
El gen upu codifica una proteína citoplasmática de 15-20 KDa que podría estar
implicada en el ensamblaje del virión y en su posterior exportación al exterior de la
célula (Strebel y cols, 1988; Terwilliger y cols, 1989; Klimkait y cols, 1990).
Se ha descrito un marco de lectura denominado vpt en todos los aislados de
VIH- 1 pero no en los de VIH-2 o VIS (Sonigo y cols, 1985). Su función no ha sido
determinada.
La proteína Tev/Tnv de 28 KDa se ha descrito en células infectadas por el
VIH-1 (Benko y cols, 1990; Salfeld y cols, 1990). Parece que podría tener actividades
similares a las de tat y rey,
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1.2 TRANSCRIPCION INVERSA Y RETROTRANSCRIPTASA
DEL VIH
1.2.1 Proceso de transcripción inversa
La transcripción inversa es el mecanismo biológico por el cual la información
genética almacenada y transmitida como RNA se copia a DNA y puede introducirse en
el DNA celular, persistiendo en el mismo (revisión en Skalka y Goff, 1993).
El proceso de transcripción inversa tiene lugar en el citoplasma (Ji y Loeb,
1992) y se lleva a cabo en varias etapas que se pueden esquematizar como sigue:
1. Síntesis de un DNA (-) corto llamado DNA (-) de parada brusca. Se
sintetiza empleando el extremo 5’del RNA (±)como molde y un RNAt que actúa de
iniciador uniéndose al extremo 3’ de este fragmento.
2. El DNA <-) de parada brusca es transiocado desde el extremo 5’ del RNA
genómico a una zona en el extremo 3’del RNA genómico que es complementaria al
extremo 3 ‘del DNA (-} de parada brusca,
3. Continuación de la síntesis del DNA (-). Una vez que la síntesis de la cadena
(-) ha pasado la posición del iniciador de la cadena (+), comienza la síntesis del DNA
(A-) con la formación de un DNA (+) de parada brusca.
4. En una segunda reacción de transferencia de la hebra de DNA, el extremo
3’del DNA (-1-) de parada brusca hibrida con secuencias complementarias en el
extremo 3’ del DNA (-). La síntesis de las dos hebras de DNA comienza de nuevo
desde el extremo 3 ‘de la hebra (-) del DNA a través de una región de doble cadena.
5. Después de la segunda reacción de transferencia, se completa la síntesis de
las dos hebras de DNA.
(Revisión en Coifin, 1 990”; Telenitsky y Goft, 1993).
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lic. 1.3 Proceso de síntesis de DNA Dreintegrotivo a pat’tir de RNA virico mediado por la
t’etrotranscríotosa. las lineas y letras en tiegrita represetflan hebras de DNA; las lineas y letras mt trozado más
litO represeiitait RNA. CAP representa 7—inc-ti cap, AAAAA representa poli(rA) y las cabezas (le flecíta
representan los extremos 3 ‘de hebras de DNA que vatt o ser elottgadas. Las letras en mayúscula indican
regiones de polaridad positiva: los letras tuinúscolas indican regiones de polari(lad negalivo.
Paso 1: Sitttesis del DNA (le polaridad negativo de parada brusco, l,o sintesis (le DNA virico cataliado por la
RL’ del ~lll se títícía u, viro por la aceióit del RNAtLYS íue actúa cotno iniciador de la reacción (Araya y cols,
1980) cuyo extremo 3’ se desdoblo parcialtuente y forma un dúplex de 18 pares de bases con el sitio de ttíión del
iniciador (“prituer bindittg site’, BBS) del RNA virico. Los 9 primeros nucicótidos de dicha secuencio son
esenciales para que se dé el proceso (Rhitn y cols, 1991). Esta reacciótt está catolizada por el (lomutio pol del
heterodímero pC’Ó.. al que se mte el RNAt’~> cotí gran afinidad ¡u i’¡tro. titta vez tínido el iniciador a la enzotio.
ésto saitetíza la hebra de 1 )NA (—1 en sentido 3—0’ respecto al genotno virico hasta que alcanza ía 7—tne—(i cap.
Al ci)NA asi obtenido se le llama hebra (—) de parada brosca. Paso 2: Prituera reacción de uratisferencía de
hebra. El extretno 5 ‘del RNA geoótníco se degrado por acción (le lo actividad RNasa LI (lite presenta la enzima
1<’]’ ye1 DNA y-) de parada bt’usca es tronsiocodo al extremo 3 deI RNA genómico. 1.0 r del extremo 3 ‘del DNA
(—) de parada brusco es cotnplenteiitaria a la regióít 3k del RNA geiióntico, lo que
1)enlute que cotitiiiúe el
proceso de lo síntesis del li)NA(-). i.a hebra (le RNA del itíbrido lbnnado por el DNA <-) de parada brusco y el
RNA geuíóttíico íaínhiéít es susceptible a la aceió¡t de la NiVosa ¡‘1, que puede degradar la hebra de RNA del
hibrido !Z—r (excepto 7—1’? residnos) por lo que también Iibern cualquier secuencio de RNA localizado hacia el
eNírejito 3’ de la región 3 ‘R, como la región poh(A). Paso 3: fonnaciórt dc la hebra de polaridad positiva de
j»ii’oda brusco. A onq nc lo si> tesis (le la hebra y-) hacia el sitio de unión del iniciador ( ‘‘pri iae¡’ bi ¡idi op site’’,
VHS), la síntesis de la hebra de J)NA (+) de parada boisea comienza en el fragmento de í>líímonzns Q’y,olv
purine track’”.. PP’l’) del RNA geltónlico, cerca del extremo 5’ (le la cadena dc DNA y-). 1 isto reojón se crea por lo
degradaci ¿it del RNA genótoico catalizada por la RNasa FI, Una ve>. (itie la síntesis de DNA (+) ha copiado í.íaa
zona del iiticia(lor RNAI creando por tanto una copia del pbs ett el extretno (leí DNA (+) (le parada brusco, el
itticia(lOr es elimiítado por acción de la RNosa 11. Poso 4: la segutida reacciót de de traítst’et’encia de Itebro, Se
nneit las copias compícínentatias de las secuencias del Pl18 del extretun 3 ‘del t)NA (+) de parada brtsca con la
hebra (—) que se está pol itíteri’,’.atídn. Paso 5: Sintesis complet.a del I)NA preintegrativo. Iras la segunda teacción
de tronsterencia de hebras, se cotnpleta la siíttesis tonto de la bebía de DNA (±)como (le la (—). utilizando coda
uuto de ellos o la otra como It] (31 (le.
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1.2.2 La retrotranseriptasa del VIH
Las retrotranseriptasas son DNA polimerasas que puede eínplear tanto RNA
como DNA como molde para sintetizar DNA de doble cadena, En el virus de la
inmunodeficiencia humana esta enzima está codificada por el gen gil en forma de
polipéptido de 66 KDa que presenta actividad polimerasa (pol) y actividad
ribonucleasa H (RNasa H). Tras la ruptura proteolítica del polipéptido, en la que se
pierde el dominio RNasa II de una de las subunidades, la enzima se presenta en forma
de heterodimero con una subunidad de 66 (p66) y otra de Sí KDa (p5 1) (Di Marzo
Veronese y cols, 1986; Lightfoote y cols, 1986; Wondrak y cols, 1986). Este
heterodimero parece que sólo presenta un sitio catalítico de polimerización (Leorice y
cols, 1991; Hostomsky y cols, 1992), un sitio catalítico ribonucleasa H (Johnson y
cols, 1986) y un sitio de unión para el iniciador de la reacción (Barat y cols, 1989;
Jacobo-Molina y Arnold, 1991). En la subunidad p66 se pueden distinguir dos
dominios: el dominio RNasa H y el dominio de polimerización (Hg. 1.4). La
disposición espacial de este último se asemeja a una mano derecha y se ha dividido en
4 subdominios denominados dedos, palma y pulgar. El cuarto une el dominio de
polimerización y el RNasa H y se conoce con el nombre de subdominio de conexion.
Los subdominios de la palma y de conexión consisten en una lámina j3 de 5 hebras y
dos hélices a en un extremo. El pulgar consiste en 4 hélices ex y el subdominio de los
dedos está formado por una lámina [3y 3 hélices a. Las 5 hebras de la lámina 13 del
dominio de la palma están unidas a las de la lámina j3 localizadas en la base del
dominio del pulgar que a su vez están unidas a la lámina 3 del subdominio de conexión
(Hg. 1.3) (Kohlstaedt y cols, 1992; 1993; Jacobo-Molina y cols, 1993; Boyer y cois,
1994). La conformación del dominio de polimerización de la pES6 es bastante diferente
al de la pSI a pesar de tener la misma secuencia de aminoácidos. La PSI no presenta la
cavidad que tiene la pcSá y los aminoácidos implicados en la catálisis, D18~,
D111> (Larder y cols, 1987; Delarue y cols, 1990) están ocultos en la pSI por el
plegamiento de la molécula (Koehstaedt y cols, 1993) La estructura terciaria es, sin
embargo, muy parecida en ambas subunidades, El subdominio de los dedos está
implicado en la unión del molde al final del iniciador, En el subdominio de la palma
está localizado el centro catalítico y el subdominio del pulgar parece ser la zona de la
enzima que está unida al híbrido DNA-RNA que se va formando en el primer paso de
la síntesis del cDNA (Fig. 1.5). El subdominio de conexión une los dos dominios
presentes en la p66 y el molde y el iniciador.
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El dominio RNasa II consiste en una lámina [3dc 5 hebras flanqueadas a ambos
lados por hélices u tres en un lado y una en el otro. En el centro activo se localizan
dos iones metálicos unidos por los grupos carboxilo de 4 residuos ácidos l)-443 E-
478, [)-498 y D-549.
Centro activode poí ocrE/oc ion
Pulgar
RNaso II
lic. 1.5 Modelo de lo Rl cott el Itibrido DNA-RNA. Se esqocínatiza la posibilidad de que el dominio
RNasa 1-1 degrade la hebra de RNA. molde progresivamente y a medida que “a teitietido lugar la síntesis de DNA
en la Itebra del i jieiador. ‘mm el sitio calal i tico del dominio de pol i‘tterizacióít se local izaít los amiítoáci dos
Asp 8=y• As1, 86 í su~ cavi(ltjd podría constituir el htgar donde se une el producto de la sintesis de la primera
ljel,,’a de DNA al desprenderse del molde RNA, tnediante la ruptura catolizada por la RNasa I’l. Parece que esta
rnptoto se líeva o etjbo O OjOS 1 8 Ltuc len tidos del extremo 5’ termitial tíel RNA, es decir, por detrás, en la cadetta
de DNA, (leí punto en (loe se teuttmna la síntesis (l’ut y ‘l’aylor, 1992). VI hibrido RNA—DNA. que palece ser de
t.i ~ A, debe es t t’r local /0(10 eittre los ce’ itros activos RNaso II y pol uncían’ coit el ex t re no 3 tenomal (le la
1 mebra (leí nto [(le e’t ea’> itmc. to con los meto les diva lentes de la RNa so 14 y el extíemno 3’ (leí n íciador cerco cíe la
seei’e’tc<> 1>!)
5.
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1.3 LA RETROTRANSCRIPTASA COMO DIANA DE TRATAMIENTOS
FRENTE A LA INFECCION POR EL VIII
Fil control de la infección por el VII-1 se ha enfocado hacia el empleo de drogas
que interfieren con una o varias etapas del ciclo vírico:
1) La adsorción del virus a la membrana celular, proceso mediado por la interacción
entre la glicoproteina de membrana gpl2O y el receptor celular (molécula CD4).
2) La fusión de la envuelta vírica con la celular, mediado por la glicoproteina
transmembrana gp4 1.
3) La pérdida de la envuelta vírica para liberar la nucleocápside.
4) La etapa de transcripción inversa del RNA vírico para sintetizar el cDNA, reacción
catalizada por la RT.
5) La integración del DNA provírico en el DNA celular.
6) La etapa de transcripción del eDNA a RNA.
7) La conversión del RNAm virico precursor a RNA maduro, proceso regulado por
factores post-transcripcionales como rey.
8) Procesamiento post-transcripcional de precursores de las proteínas por proteolisis,
glicosilación y miristilación.
9) Ensamblaje del virión y su salida de la célula.
(Revisiones en Mitsuya y Broder, 1987; Mitsuya y cols, 1991; Connolly y Hammer,
1992; Johnston y Hoth, 1993; Volberding PA, 1994).
Uno de los pasos fundamentales del ciclo de replicación del VIH y que además
es distinto de los procesos de replicación del DNA celular, es el que cataliza la RT
(sección 1 2) por lo que la mayoría de los inhibidores del VIH-l disponibles
actualmente actúan sobre esta enzima. Se distinguen dos tipos de inhibidores, análogos
y no análogos de nucleósido. Los análogos de nucleósido inhiben las RT del VIH- 1,
VIH-2, la del virus de la inmunodeficiencia felina (VIL) y la del virus de la
inmunodeticiencia del simio (VIS). Los no análogos de nucleósido (NALN) son
específicos del VIH- ¡
‘y
1. 3.1 Inhibidores de la RT análogos de nucleásido
Compuestos análogos de los 2’,3’ didesoxinucleósidos pueden actuar como
inhibidores de la replicación del VIH m vivo (Mitsuya y cols, 1985; Mitsuya y Broder,
1986). Estos compuestos presentan el grupo hidroxilo en la posición 3’ del azúcar
ciclico sustituido por un átomo de hidrógeno u otro grupo que impide la formación de
enlaces fostédiéster (Yarchoan y cols, ¡989). La forma activa de estas drogas es la
forma trifosfato. Actúan de dos maneras: /) como trifosfatos compiten con los
desoxinucícósidos 5-trifosfatos celulares, esenciales para la formación del cDNA
provírico y Ji) cuando la enzima incorpora alguno de estos compuestos a la cadena en
elongación, y debido a la modificación que presentan en el grupo 3’ del anillo, se forma
un producto que no puede proseguir su elongación, actuando por consiguiente como
terminadores de cadena.
El primer compuesto que se aprobó para el tratamiento de la infección por el
VIH ¡te la 3’-azido,3-desoxitimidina (AZT, zidovudina o ZDV, Retrovir)
(Fig. 1 .6.A\ que se estudió originalmente en 1960 como agente anticancerígeno. Esta
droga penetra en la célula por transporte pasivo y una vez dentro se fosforila hasta la
forma trifosfato, que es la forma activa, Presenta unas concentraciones terapeúticas
medidas en valores de Cls~.í (definición en sección 1.4) que varian entre 1 y 5 uM.
Además de las actividades anteriormente mencionadas generales de los inhibidores
análogos de nucleósido, esta molécula en su forma monofosfato también actúa
inhibiendo la actividad RNasa H que presenta la enzima RT (Connolly y Hammer,
1992).
El primer estudio clínico para determinar la eficacia del AZT en el control de la
infección por VIH se llevó a cabo en pacientes con SIDA. Tras el tratamiento se
observó una clara me~oria clinica con disminución de los niveles de la proteína de la
nucieocápside p24 (marcador serológico) y una estabilización de los niveles de
linfocitos T CD4s (Mitsuya y cols, 1985; Fisehí y cols, 1987). Sin embargo, estudios
realizados para determinar la eficacia del AZT en pacientes en estadio asintomático de
la infeccion han demostrado que esta droga no ralentiza la progresión de la
enfermedad (Concorde coordinating committee. 1994).
El AZT presenta efectos secundarios cuya severidad varia de unos pacientes a
otros y suelen ser más pronunciados a medida que la enfermedad está más avanzada y
cuanto mayor es la dosis, El efecto más frecuente es la anemia, que suele aparecer en
los primeros 6 meses de tratamiento, Se detectó anemia severa en el 24% de los
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pacientes con SIDA o CRS avanzado y sólo en el 1% de los pacientes asintomáticos
bajo una dosis de 500 mg de AZT/día y tras SS días de tratamiento (Volberding y cols,
1990). Además puede coadyuvar a la neutropenia severa, una de las características de
la enfermedad, o producir nauseas, nerviosismo, confijsión, letargia y cefalalgia.
La 2’,3’-didcoxicitidina (ddC, zalcitabina) (Figura 1 .6.B) es un análogo de
citosina cuya forma activa es la forma trifosfato. Es unas diez veces más potente ¡u
viúo que el AZT, con valores de CI5~1 que varian de 0.001 a 0.5jiM (Mitsuya y cols,
1986; Mitsuya y Eroder, 1987). El tratamiento con esta droga conlíevó una
disminución de antigeno p24 en suero y pequeños incrementos del número de
linfocitos CD4±.Además en algunos casos se observó un aumento en la proliferación
¡u yUta de células T inducida por el antígeno (Merigan y cols, 1989). Presenta una
menor toxicidad que el AZT que se refleja fUndamentalmente en el desarrollo de
neuropatía periférica, con aparición de úlceras en la boca y sarpullido.
La 2,3’-didesoxinosina (didanosin», ddl) (Figura 1.6.0 es un análogo de
purina con actividad anti-VIH in vi/ro y baja toxicidad tanto en células T como en
monocitos (Mitsuya y cols, 1986; Mitsuya y Broder, 1987; Dv y coN, 1989; Molina y
Groopman, 1989; Lambert y cols, 1990) de la que no se conoce exactamente la ruta
de fosforilación anabólica. La forma ddA también es efectiva contra el VIH in íd/ro,
aunque en htímanos es más efectiva la utilización de ddl como precursor del ddA-
trifosfato (forma activa) para evitar la formación de adenina en el estómago, que
resulta tóxica, ‘Este inhibidor penetra en las células por transporte pasivo y presenta
unos valores de C151) que varían entre 1-10 ~M. El ddl también presenta actividad
anti-VIH ¡u vivo, observándose una mejoría inmunológíca, un incremento de células T
CD4
t y una disminución de alrededor del 80% de antígeno p$24 (Yarchoan y cols,
1989). En 1991 se aprobó la administración de didanosina para el tratamiento de
pacientes previamente tratados con AZT que fueran intolerantes a dicho inhibidor o en
los que no se hubiera observado beneficio alguno tras el tratamiento. La
administración de ddl a pacientes con SIDA, CRS o asintomáticos a los que
previamente se les había suministrado AZT, conlíevó cierto incremento en el número
de células T CD4.r (Varchoan y cols, 1990; Kahn y cols, 1992). Sin embargo, los
efectos secundarios detectados, fundamentalmente pancreatitis, neuropatía periférica
(asociada a la dosis de droga administrada) y diarrea limitan la aplicabilidad de este
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inhibidor (Varchoan y cok, 1990).
La V,3’-dídesoxitimidina (D4T, stavudina) (Figura ?l.6.D) presenta una
potente actividad anti-VIH tanto /a vi/ro como ¡a vivo con valores de ~ que varian
entre 1 y 3 ~¡M(Balzarini y cols, 1989; Ho y Hitchcock, 1989). Los estudios están en
fase III en pacientes con SIDA o CRS.
El tratamiento con este inhibidor produce efectos secundarios, aunque menores
que los producidos por el AZT (Browne y cols, 1993).
El enantiómero (-) de la 2’-dcsoxi-Y-tiacitídina (3TC, BCHI89, lamividina)
(Figura l.6.E) presenta una potente actividad inhibitoria de la replicación tanto del
VIH-l como del VIH-2 ¡a vi/lo, con unas C15<1 de 4nM a 0.67KM (Coates y cols,
1992”). Este enantiómero presenta menor toxicidad que el (-1) (que también es capaz
de inhibir la replicación del VIH) (Coates y cols, l992b) y que la zidovud~na (Lisignoli
ycols, 1992).
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1.3.2. Inhibidores de la RT no análogos dc nucleásido.
Los inhibidores de la Rl no análogos de nucleósidos (NAN) son moléculas
estructuralmente distintas pero con una serie de características comunes como son: /)
ser inhibidores potentes de la replicación del VIH-1 (actúan a concentraciones
nanomolares), ji) ser selectivos del VIH-1, ¿it’) presentar baja toxicidad y ir) no
mostrar resistencia cruzada con los inhibidores de la Rl’ análogos de nucleósido por
tener un mecanismo de acción distinto. Parece que los NAN inhiben preferentemente
la reacción de polimerización del DNA dependiente de RNA más que los pasos
subsiguientes de la reacción de retrotranscrípción (Debyser y cols, 1991). Entre ellos
destacan:
Los compuestos TIBO, derivados de la tetrahídro-imidazo(4,S,l-jk)(1,4)-
benzodiazepin-2(IH)-ona y-tiona (Fig. l.7.A) (Pauwels y cols, 1990), la
dipiridodiazepinona 6,11 -dihidro-l 1 -ciclopropil-4-metildipirido[2,3-b:2 ,3 ‘-e]-[ 1,4]
diazepin-6-ona (nevirapina, BI-RG-58’7) (Fig. 1 .7.B) actúa uniéndose de manera no
competitiva a un sitio de la enzima distinto del sitio de unión del molde y de los
nucleótidos (Wu y cols, 1991). Es efectivo contra cepas de VIH-l salvajes
(Cheeseman y cols, 1993), cepas resistentes a AZT y es capaz de inhibir parcialmente
la actividad RNasa H.
Los compuestos L-697,639, L-697,661, L-696,229 (drogas L> (Fig. 1 .7.C)
son derivados de piridonas. Se unen a la enzima por el mismo sitio que la nevirapina.
Estos inhibidores también presentan cierta actividad anti-RNasa 1-! (Cjoldman y cols,
1992).
También destacan os derivados la hidroxietoximetilfeniltiotimina (derivados
HEPT) (Fig. 1 7 D) (Miyakasa y cok, 1989; Baba y cols, 1989), las
bis(heteroarilpiperazinas) (BHAPs) (Fig. 1 .7.E) (Romero y cols, 1991) y los
derivados a-APA (derivados de la a-anilinofenilacetamida) (Fig. IlE) (Pauwels y
cols, 1992).
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1.4 DISMINUCION DE SUSCEPTIBILIDAD A INHIBIDORES
DE LA RT
El término re.s’¡.s’lencia a drogas’ en relación a inhibidores de la replicación
vírica se refiere a una disminución de susceptibilidad a la droga medida en cultivo
(Darby y Larder, 1992). Los resultados de estos ensayos indican la concentración de
inhibidor requerida para inhibir en un 50% la infectividad del virus (concentración
inhibitoria SO. C151>) en lineas celulares, generalmente en células 1-leLa CD4 1-,
1. 4.1 Inhibidores análogos de nucicósido
1.4. 1.1 Resistencia a AZT
El fenómeno de resistencia del VIH- ¡ a AZT se describió por primera vez en
1989 (Larder y cols. 19890) en muestras de pacientes con SIDA o complejo
relacionado con SIDA (CRS). Se estudió la susceptibilidad a AZT infectando
monocapas de células HeLa HT4-6C con preparaciones de VIR libre de células en
presencia de distintas concentraciones de droga y midiendo la reducción <le formación
de focos de sincitios (Chesebro y Wehrly, 1988). Se obtuvieron valores de C150 que
variaron entre 0.01 y 0.05 ¡tM para las muestras procedentes de pacientes sin tratar o
tratados con AZT durante menos de 6 meses mientras que en las muestras procedentes
de pacientes tratados, se observaron aumentos de CI5tí de hasta 100 veces (Larder y
cols, 1990).
La aparición dc aislados del VIH-1 resistentes a AZT se ha relacionado con
múltiples factores: /) el estadio clínico del paciente, J/) los niveles de linfocitos T
CD4-4-, iii) la dosis de droga administrada y iv) con el fenotipo del virus. La resistencia
a XZT aparece más rápidamente en pacientes sintomáticos con niveles de células T
CD4-I- por debajo de 200/mm3 y a los que se había administrado dosis más elevadas deAZT (1200-1500 mg/día) (Richman 19900; 1993). Se ha estimado que después de 1
año en tratamiento con AZT la probabilidad de detección de variantes del VIH-I
resistentes a AZT es del 89, 41 y 27~o en pacientes con niveles de linfocitos CD4+ <
lOO, de lOO a 400v >400 respectivamente (Richman, 1993).
La detección en cultivo del fenotipo sincitial está unido al carácter altamente
resistente a AZT del virus ¡u vi/ro y a una rápida progresión de la enfermedad
(Bouchery cols. ¡9920; Tudor-Williams, 1992; St.C!airy cols, 1993).
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La probabilidad de detección de VIH-I resistente a AZT después de 1 año en
tratamiento en relación con el estadio de la enfermedad es del 89% en pacientes en
estadio avanzado y del 31% en el caso de pacientes en estadio temprano de la
enfermedad (Richman. lqgOb), El 33% de los pacientes en estadio tardío de la
enfermedad desarrollan alta resistencia en el primer año de tratamiento mientras que en
los pacientes asintornáticos se detecta este fenotipo tras tres años de tratamiento
(Richman y cols, 1991>’).
La resistencia a AZT se relacionó, inicialmente, con el cambio de cuatro
aminoácidos de la RT. 67 (D’—>N), 70 (K~—>R), 215 (T—>Y oF) y 219 (K—*Q) (Larder
y cols, l989b), mutaciones que, sin embargo, no parecen alterar la actividad de la
enzima en ensayos in 1/UY) (Larder y cols, 1 989~) . Recientemente, se ha descrito la
importancia del cambio M—>L del aminoácido 41 para la adquisición de fenotipo
altamente resistente a AZT (Kellam y cols, 1992>. Esta mutación se había descrito
anteriormente como posible co-responsable de este fenómeno (St Clair y cols, 1991).
La selección de variantes de VII-hl resistentes a AZT tras pases en cultivo en
presencia de droga reveló la aparición de las mismas mutaciones en el gen que codifica
la RT que las detectadas previamente en aislados de pacientes en tratamiento (Larder y
cols. 19910; Gao y cols, 1992).
Cada una de estas mutaciones y combinaciones de elias tienen un determinado
efecto sobre el fenotipo de resistencia a AZT. Para estudiarlo se incluyeron por
mutagénesis dirigida en un clon infeccioso de genotipo salvaje los cambios de
aminoácido a estudiar y se analizó su efecto sobre el valor de Cl5~1 en ensayos de
susceptibilidad a ALT. La sustitución del aminoácido 70 únicamente provocó un
incremento en el valor de Cf50 de 8 veces (Larder y cok, 1990>), la del aminoácido 41
M—4L, un aumento de 4 veces (Kellam y cols, 1992) y la sustitución T—>Y en
posición 215 provocó un aumento de 16 veces de la resistencia a AZT (Larder y cols,
1991 b>. El cambio de este aminoácido a S o del 67 (D—>N> o 219 (K—>Q) por
separado, no se relacionaron con resistencia a AZT (Larder y cols, l9glb) La
combinación de los cambios de los aminoácidos 41, 67, 70, 215 y/o 219 da lugar a
distintos grados de resistencia a AZT (Tabla 1.2).
Se han detectado otros cambios de aminoácidos en muestras de pacientes en
tratamiento con AZT que podrían estar relacionadas con la resistencia a dicha droga:
¡23 (L--*W). 142 (1—>V), 294 (P—>T) (Japour y cols, [991), 60 (V—>i) (Rubsamen-
Waigmann y cols. 1991), 138 (E’—>A), 210 (W—*L), 248 (E—>K) y 259 (K-.->R)
(Muckenthaler y cols. 1992).
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El estudio de muestras secuenciales de pacientes en tratamiento con AZT ha
permitido describir un orden de aparición de las mutaciones de resistencia a AZT
anteriormente mencionadas (Boucher y cols, J 092b; Kellam y cols, 1994). En primer
lugar aparece el cambio de! aminoácido 70, que desaparece tras cierto tiempo y
coincidiendo con la aparición de las mutaciones en los codones que codifican los
aminoácidos 21S y 41. Posteriormente se detectan cambios en los aminoácidos 67, 219
y 70 de nuevo coincidiendo con la progresión de la enfermedad.
El AZT presenta resistencia cruzada con inhibidores que presentan un grupo
azida en su molécula (Larder y cols, 1990). Recientemente se ha descrito la
disminución de susceptibilidad a ddC y dd] en pacientes en monoterapia con AZT,
como consecuencia de la resistencia cruzada existente entre estas tres drogas (Mayers
y cols, 1994)
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Tabla 1,2. Sustituciones de aminoácidos de la
aAZT
RT implicadas en la resistencia
215 219 AZT
Resistencia
a AZT
<incremento)
Referencia
Bibliográfica
0.01
N ‘ . 0(11
8 0.01
Q 0.0!
L . . (1.04
R Y 0.06
R 0.08
L R 0.09
Y 016
N R (1.17
F Q 0,22
N R Q 0,28
L R Y (1.34
N R Y 0,35
L 1’4 ‘ Y 0,43
L N R F Q (1.51
L . y . 0,60
N R Y Q 1,21
N R F Q [47
L N R Y 1,79
L N R Y Q 1,80
4
6
8
9
16
¡7
22
28
34
35
43
5!
60
121
147
179
180
Larder y cols.
Larder y cols.
[ardery cols.
Larder y cok.
Kellani y cois.
Kellani ‘y cois.,
[arder y cois.
Larder y cols.
[ardery cois.
[arder y cois,
[arder y cols,
[arder y cois.
Kellam y cois.
Larder y cois.
Larder y cois.
Keiiarn y cois.
Kcllatn y cois.
Kellamn y cois,
Kcilam y cois.
KcíIarn y cois.
Kcllant x’ cois.
Se i ímdicait los cantbios de ant ¡toacído iímiplic’ados cmi la resistencia a AZí. el valor de C150 ealculadm, tras el
etiltí VO (le los tmmtatfles en presencia de drogo. así como el incretnemtto de La resistencia a A/it Li om’deti seguido
es creciente en cuamtto al grado de resistemicia a Ah de los virus mutautes, los referencias bibliográficas de los
trabajos se retiereu en la colimnuta de la derecha, <Revisión en 1 arder, 1994).
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1.4.1.2 Resistencia a ddC
El estudio de un paciente antes y después de 80 semanas en tratamiento con
ddC mostró la selección de la doble mutación ACT—*GAT en el codón que codifica el
aminoácido 69 de la RT que cambia de 1 —>D y una disminución de la susceptibilidad
a este inhibidor de 5 veces (Fitzgibbon y cols, 1992). Recientemente se han descrito
cambios relacionados con un cambio de susceptibilidad a ddC en los aminoácidos 65
(K—>R) (Gu y cols, 1994; Zhang y cols, 1994) y 184 (M—>V) de la Rl (Gu y cols,
1992; 1994). El cambio en el aminoácido 65 provoca un incremento del valor de Clsr>
de 4 veces y resistencia cruzada a ddl.
El cambio L—>V del aminoácido 74 confiere resistencia cruzada con ddl (St
Clair y cols, 1991) y el observado en el aminoácido 184 (M—>V) confiere resistencia
cruzada con 3TC (Gu y cols, 1994). Recientemente se ha descrito la posible
resistencia cruzada con AZT (Mayers y cols, 1994).
1.4.1.3 Resistencia a dd¡
En 199! se describió la selección de variantes del VIH-1 con susceptibilidad
reducida frente a ddl en muestras de pacientes en tratamiento con ddl durante 12
meses después de un pílmer periodo en tratamiento con AZT (St. Clair y cols, 1991).
Al comienzo del tratamiento con ddl, todas las muestras estudiadas mostraron
susceptibilidad reducida a AZT. El análisis de estas muestras demostró una reducción
de susceptibilidad a ddl, a ddC y un aumento de susceptibilidad a A.ZT. Estos cambios
fenotípicos se correlacionaron con el cambio L—>V en el aminoácido 74 de la RT.
Después de pases iii í>1/ro en presencia de droga, se seleccionaron virus con
susceptibilidad reducida a ddl, en los que se detectaron las mismas mutaciones que ex
í’ivo además de la sustitución del aminoácido 135 a 1 (Gao y cols, 1992). Más
recientemente se ha correlacionado la menor susceptibilidad a ddl (de 5 veces) con
cambios en los aminoácidos 184 (Gu y cols, 1992; Gao y cols, 1993) y 65 de la RT. El
cambio K-*R del aminoácido 65 provoca una pequeña disminución de la
susceptibilidad a ddl (Ciu y cols, 1994; Zhang y cols, 1994).
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1 .4.1 4 Resistencia a D4T
Se ha descrito la detección de variantes del VII-I-1 con susceptibilidad
reducida a D4T tras estudios ¡u ~,/tro Los estudios se realizaron dando pases seriados
de VIH-l en presencia de concentraciones crecientes de droga. Los virus empleados
en el estudio fueron: 1) virus con genotipo salvaje y II) virus con genotipo resistente a
AZT.
Después de 6 pases en cultivo del virus sensible a AZT se observó una
disminución de la susceptibilidad frente a D4T de 4 veces respecto al virus en ausencia
de la droga. Sin embargo en el virus resistente a AZT se observó únicamente un
pequeño aumento del valor de C150 mostrando distinto nivel de resistencia a D4T
dependiendo del contexto genético de resistencia o sensibilidad a AZT del virus inicial.
Estudios moleculares de estos virus detectaron el cambio V—>T en el primer
caso y V—*A en el segundo del aminoácido 75 de la RT (Lacey y Larder, 19940).
1.4.1.5 Resistencia a 3TC y ETC
La resistencia a 3TC y a ETC se relacionó con un cambio del aminoácido 184
de la RT (M—*V o 1) <Tisdale y cols, 1993; Boucher y cols, 19930). Recientemente se
ha descrito que el genotipo de resistencia a 3TC se adquiere en dos fases, una primera
en que se detecta el cambio en el aminoácido 184 M—*1 (ATG—~ATA) y una segunda
en que este cambio pasa a l—>V (ATA—>GTG) (Boucher y cols, 1993b), La
sustitución del aminoácido 184 M—>V en vims resistentes a AZT coníleva a la
sensibilización de dicho virus frente a la segunda droga.
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1.4.2 Inhibidores no análogos de nucleósido
La primera descripción de virus resistentes a inhibidores no análogos de
nucleósido tuvo lugar tras pases en cultivo de VII-1-l en presencia de L-693,593
(droga 14. Estos mutantes presentaron las mutaciones AAA—>AAC (Kl 03N) y TAT
—>TGT (Y ¡SIC) en el dominio PSI de la RT, que confieren resistencia cruzada con
los compuestos T[BO y nevirapina (Nunberg y cols, 1991). La sustitución YI8IC
muestra, sin embargo, resistencia cruzada limitada con los compuestos TIBO y varia
con distintos derivados TIBO (Richman y cols, 19919.
Estudios ¡u vivo mostraron que los cambios de aminoácido previamente
descritos tras estudios iii x’i/ro coincidían con los detectados en el caso de pacientes
tratados con dicha droga durante aproximadamente un mes (Richman y cols, 1994).
En la Tabla 1.3 se detallan las mutaciones en el gen que codifica la Rl
iínplicadas en la resistencia a cada uno de los inhibidores no análogos de nucleósido.
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Tabla 1.3. Mutaciones implicadas en la resistencia a dro2as [SAN
Cambio de codón In Vitro lo Vivo Referencia Bibliográfica
1993: [994; larder,
No Si R,chrnan y’ cols, 994
No Si Riclnnaa. 1993
No Si Riclunan. 1993
Si Si Ricltnian y col s,
1992
No Si Richínaít. 1993
Si Si Richrnan y cok., 1991; 1994; Nunberg y
cols, 1991; Meliorsy cols, 1992
No Si Riehntan, 1993
No Si U chutan y cols, 1994
Si Shaw y cols. 1994
Si > Mellors y cois. 1993; Balzarini y cols,
1 993
Si ? 1 arder, 1992
Si 2 Larder, 1992
Si ‘> J3al’~.ariíti y cols. 1993
Si 9 Larder, 1992
Si ‘3 l3alzarimti y col’. 1993
No Si vandamnine y cols, 1 993
Si 2 Nunhera y cols, 1991
Si 2 Nunberg y cols. 1991
No Si t3yrnes y cols, 1993:1994
Si No Bynmes y cois. l 993; 1994
No Si I3yrnes y cols, 993; 994
Si Si Byntes y cols. 1 993: 1994
No Si Saag ‘y cols. 1993
Si Si IMites x~ cois, 1993; 1994
No Si llyníes y cals, [993
No Si Bvn)es y coN. 1993
Si Si ¡Míes y cols. 1993:1994
Droga Cambio de ami
Nevirapnta A950
tI (1(11
KIIISN
VIIlOA
VIOSI
Y SIC
‘rJW) R82 151)
‘lIBO 82913
L 697,593
1.697,661
(JCA—>GGA
‘l”i’A-*A’l’A
AAA-4AC
(flA—>GCA
(‘tA—>NI’A
‘1’AT—>’i’or
(.;GA—>&CA
(XiT—>AC’f
Ti’A—*Ai’A
‘J’l’A—4ATA
(i’i’A—4ICA
(IA(i->AAG
‘l;Al’-41’o’r
‘I’AT->CA’f
AAA—~AAc
‘rAl’—>’t’G’r
GCA—>CCA
‘l”IA—>ATA
AAAGAA
AAA—>AAC
AAA—*CAA
(iI’A—>GCA
(J’i’T-*OAT
(il”l—*(IAO
iA1’->’l’G’f
YiSSc:
(ii 90k.
(119(IS
II III)!
.11.101
VI 06k.
¡[38K
Y [SIC
Y [8811
Y1 SSL
Ki(13N
YISI(:
A9SG
.11101
i<.iou:
Kl(BN
KIII3Q
~1 lóSí
Y’ 1791)
V179l¡
y S l
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Droga Cambio de na Cmimbio de codón la litro In Vivo Referencia Bibliográfica
III iAl> U- P23ó1. ccí’.—>c’I’T Si 2 I.)tmeweke y cols, 1993
90151
[liLAOU- KIOI It AAN—*(iAA No Si Denieter ‘y cois, [993
572t11
Klt>3N AAA—>AAC No Si
YISIC ‘J’A’l’—>’l’G’r No Si l)emneter ‘y cols, i993
TA’r—>GA’r No Si Demneter ~ cols, 1993
[233v (;AA—4YrA No Si Detneter ‘y cols, 993
02361. CC’V—>C’li’ Si No Dneweke ‘y cols. 1993
B23><l’ AAA—*ACA No St Demeler ‘y cols, 1993
DhA)> 1.1010 i’l’A—>A1’A Si ‘3 Vasitdevaclxarm y cols. 1992
tJSfl204
vt(í6A G’l’A—>(iCA Si ‘3 Vasudevocbari ‘y cols. 1992
YISIC ‘JA l’—fl’G’F Si ‘3 vasodeí’achari ‘y cols, 1992
(X-APA YISíC TAf’—*’i’G’l ‘3 Si de Hethi,tte y coN, [993
It18893
lii vitre: sosO [tició n observado en ensayos i mt vitre en preseímcia de drogo. la vivo: sosO i.ocso¡t observrdn en
muestras de puentes e’’ trotamníettto. 7: no determinado. (Adaplada de Scbina¡.i y cols. 1994(1)
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1.4.3. Reversión de la resistencia a AZT
Un aspecto de gran importancia por sus repercusiones clínicas es la posibilidad
de reversión de la resistencia a ALT tanto tras la interrupción de tratamiento
antirretrovirico como por efecto de la combinación y/o alternancia de terapias.
El estudio de muestras de pacientes a los que se suprimió el tratamiento con
ALT ha permitido observar la reversión parcial del fenotipo y en menor medida del
genotipo de resistencia (Boucher y cols, 1993c), Otros estudios, sin embargo, han
obtenido resultados en contradicción con los anteriores (Fitzgibbon y cols, ¡991;
Albert y cols, 1991). En el caso de terapia combinada con A.ZT y ddl, se ha descrito la
reversión fenotipica aunque no genotípica de la resistencia a AZT (St. Clair y cols,
1 991)
La combinación de ALT con inhibidores de la RT no análogos de nucleósido
suprime la resistencia a la primera droga (Larder, 1992). Pases seriados de un virus de
tipo salvaje, de uno resistente a ddl y de otro resistente a ALT en presencia de TIBO
resultaron en la selección de virus resistente a TIBO, virus resistente tanto a ddl
como a TIBO y de virus resistente a TIRO y sensible a ALT respectivamente. El
cambio Y~--xC del aminoácido 181 suprime el fenotipo de resistencia a AZT
La sustitución M—*I del aminoácido 184 produce el mismo efecto de reversión
del fenotipo de resistencia a ALT (Tisdale y cols, 1993; Houcher y cols, 1993a),
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1.5 VARIABILIDAD DEL VIH-l
1.5.1 Variabilidad genética
Los virus con genoma RNA replican como distribuciones complejas y
dinámicas llamadas cuasiespecies y presentan, por lo tanto una elevada variabilidad
genética (Domingo y cols, 1978; Bigen y Biebricher, 1988). Una consecuencia directa
de la elevada tasa de mutación es la continua generación de genomas mutantes
(Domingo y cols, 1978; Temin, 1989), la mayoría de los cuales se eliminarán o
permanecerán de manera minoritaria en la población por selección negativa (Domingo
y cols, 1978; Holland y cols, 1991; Martinez y cols, 1991; Domingo y Holland, 1994).
El concepto teórico de cuasiespecie se describió por primera vez en 1971 (Eigen,
1971; Figen y Biebricher, 1988a~b) y experimentalmente con el bacteriófago Q13 en
1978 (Domingo y cols). Como revisiones de las primeras evidencias de alta
mutabilidad de los virus RNA ver Holland y cols, 1982 y Domingo y cols, 1985. Las
moléculas que replican con una fidelidad limitada generan una diversidad genómica
suficiente como para que exista cierta probabilidad de que alguna molécula en la
población tenga propiedades fenotípicas beneficiosas ante un cambio del entorno (la
selección natural lleva a la supervivencia de aquellos mutantes capaces de producir
descendencia más eficazmente). La distribución en cuasiespecies presenta
frecuentemente una secuencia dominante o maestra (aquella que tiene mayor
capacidad de replicación) y un espectro de mutantes que confieren adaptabilidad al
virus. Esta estructura poblacional dinámica es sensible a la selección y a muestreos al
azar (Domingo y Holland, 1994).
Los retrovirus presentan también una estructura en cuasiespecies y una elevada
diversidad genética y antigénica. La diversidad genética tiene su origen en la falta de
actividad 3 ‘-—*5 ‘exonucleasa en las retrotranscriptasas. La diversificación se favorece
por la integración de provirus en el DNA celular (único para el caso de los retrovirus)
y que permite al virus asegurar una infección persistente y acumular variantes a lo
largo del tiempo (Wain-Hobson, 1994). Esto ha llevado a la detección durante su
replicación de frecuencias altas de mutación y de recombinación (Coifín, 1986; 1992;
Temin, 1989; Hahn y cols, 1986; Wain-Hobson, 1992; 1994).
En la Tabla 1.4 se muestran los valores de tasa de mutación de diversos virus
RNA y retrovirus.
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Tabla 1.4. Tasa y frecuencia de mutaciones puntuales de virus RNA y retrovirus
Virus Procedimiento Valor0 Referencia l3ibliogrática
lago Ql~
Virus de la estomatitis vesicular
Virus de la estomatitis vesicular
Virtís de la gripe ti¡)O A
Vinís de la estomatitis vesicular
Virus de la polio
Virus de la polio
Virus de la polio
Virtís de la polo>
Virus de
Virus tic
lo polio
la polio
Mengovirus
Vinís de lo liebre aRosa
RíuovinLs
Virus Sindbis
Virus Sittdbis
Vitos Sindbis
Virus del sarcoma de Roas
Virus del sarcoimía (le Romís
Virus de la necrosis del bazo
Virusde la leucemia mtlríno
Reversión de inutatites extracistrónicos
Detennínacíóa química de
oligonucícótidos erroneosb
Irecueticia de rnntantes MARC
Seestettcíoción repetitiva
Reversión de nautantes ámbar
Secueitciaciótt repetitiva
Reversióti de mutantes ámbar
Reversióti de dependencia de guanidina
Detera, inaei ón qtii mflica (le
ohgonucleot idos erroneos
Transiciones 1.l—.*C
Frecuencia de muta¡ttes MARc
Frecuencia de motantes MARC
Frecuencia de mutantes MARC
Freeuemtcia de mntitantes MARC
Reversión de ututantes is
Supuesta reversiótl de mutantes Is
trecucucia de mutautes MA.R~
Selección de mutatites puntuales
lXlectrolóresis dcsnaturalizante
Vectores retrovíricos comt marcador
líogerpríuting coit ‘FI y secuetícta
repetitiva (le mtucleútidos
t o4
1 1
<21(1-6
2110>
2’ lt)~
2’ t05
l0’>l~1 o”’
1 tt4-l0’>
<10-6
“‘ .5
1 (r~- Itt-
1 O”~- í
10~
511V3— 1tY~
2’ I0~
l3ascbelet y cois. 1976
Steinl,aoer y Ilolload, 1957;
Steinhauer y cols. 1989
White y Mcceocb, 1987
ilohiand y cols, 1989
l’arvimí y cols, 1986
Sediv’y ‘y cols. 1987
tic la lorre y cok. 1 99t)
Ward y llanegan, 1992
de la ‘Forre y coN, 1991)
.L:inini ‘y cok, 1982: Minor y
cols, 1983; 1986
Boege y coN, 1991
Martiítez y cols, [991
Sherry ‘y coN. 1986
Durbia y Siollar. 1986
IIaim y cok. í
Stec ‘y cols. 1986
Cofftn y cols, 1980;
1.eidcr y <sois, 1988
Dougherty ~ ‘Femin.
Mortk y cols, 1992
Virus de la [encemniamaltona
Molone’y
VIII
Reversión ámbar emt vector retrovirico 210-6
2ltV=
Varela-Echavarria ‘y cok;. ¡992
Pathak y Temntmí, 1
a: sustí“e,oncs por amideolído. La Irecimeacia de mutuales MAR es la proporción de otuianica rcsiste~ties a neulraíización por
aiti euerpops mottoc[onaíes. b: medido en diferentes siOos de los genonias “hicos, e: i .5 luccueticía (le ttutanies NlAR no se puede
rcI;~cio,tar con la reen encía dc nutacion por sito. (Adaptada dc Doíttingo ~‘ Holí sad, 1 994).
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La variabilidad de los lentivirus está condicionada por:
1) El número de ciclos replicativos
it) La tasa de crecimiento de la población vírica
¡fi) La infidelidad de las polimerasas víricas. Se han propuesto distintos mecanismos
para explicar este fenómeno: los saltos de hebra que tiene que llevar a cabo la RT en el
proceso de transcripción inversa (Temin, 1993) y la facilidad que tiene dicha enzima
para continuar la polimerización a partir de un desapareamiento de bases (Patel y
Preston, 1994).
La frecuencia con que se fijan las mutaciones en una población virica, es decir,
la velocidad de evolución, depende de:
1) La tasa de mutacton.
II) La selección, que puede ser positiva hacia la variación acaecida en determinadas
condiciones ambientales (presión inmune, drogas antiviricas, etc) o negativa contra la
variación debido a impedimentos funcionales del virus.
En 1984 se describid por vez primera la diversidad genómica del 1-{TLV-I1l
(Shaw y cols [984; 1985; Hahn y cok, 1984; 1985), actualmente denominado VJH.
En la generación de diversidad genética influyen: 1) la tasa de error, Ji) recombinación
(Temin, 1993) y la hipermutación generalmente desviada (G—*A) que presenta este
virus (Vartanian y cols, 1991; Meyerhans y cols, 1994; Vartanian y cols, 1994). De
enorme importancia en relación con la heterogeneidad genética detectada es el tamaño
poblacional. Se ha estimado que en un individuo pueden existir del orden de >l0ó~
10~~ provirus (Piatak y cols, 1993ab; Wain-Hobson, 1993; Dalgleish, ~993),valores
mayores de lo inicialmente estimado (Simmonds y cols, 1991). Un elevadísimo
porcentaje de los genomas detectados son defectivos, estimándose una frecuencia de
de mutaciones inactivantes de 5~i0~-sio~ (Goodenow y cols, 1989; Meyerhans y
cols, 1989; Kusumi y cols, 1992). A pesar de ello, los elevados tamafios poblacionales
representan importantes reservorios de variantes genéticos y fenotipicos.
Esta diversidad, que es mayor en la región del genoma que codifica las
proteínas de la envoltura (Shawy cols, 1984; 1985; Hahnycols, 1984; 1985; Alizony
cols, 1986), ha permitido describir hasta el momento 7 genotipos distintos del VIH-l
(Louwagie y cols, 1993). Basándose en la comparación de secuencias de nucleótidos
del gen env, se definieron 5 legiones variables que presentan menos del 30% de
conservación de aminoácidos (Modrow y cols, 1987; McCutchan y cols, 1991). Estas
regiones se encuentran separadas por regiones altamente conservadas.
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Se han observado valores de la velocidad de sustitución nucleotídica que varian
entre 0.4i0~ y t.9~l0~ mutaciones/sitio/año para el gen gagyde 3,2i0~ a 15.8i0~
mutaciones/sitio/año el gen env (Hahn y cols, 1986).
La tasa de evolución calculada para el gen cm’ es de 1.4.10-2 cambios de
nucleótido no sinónimos/sitio/año y de 1.7.10-2 cambios de nucleótido
sinónimos/sitio/año. El gen pal es más conservado, con una tasa de evolución de
1 .7i0-~ cambios de nucleótido/sitio/año (Sharp y Li, 1988).
La heterogeneidad genética es siempre menor entre virus aislados de un mismo
paciente que entre aislados de distintos individuos. Los cambios detectados en el gen
e¡zx’ en muestras secuenciales de tres pacientes correspondieron fundamentalmente a
mutaciones puntuales y localizadas en las zonas hipervariables anteriormente descritas
(1-lahn y cols, 1986). Esta diversidad también es menor en virus aislados de una misma
zona geográfica (Myers G, 1993) así como en aquellos virus adquiridos por una misma
vía de infección (Balfe y cols, 1990; Rojas y cols, 1993) pero aumenta con el avance
de la enfermedad (McNearny y cols, 1992).
El estudio molecular del VIH llevó a determinar que éste consiste en una
mezcla compleja de virus genotípicamente distinguibles (Saag y cols, 1988; Fisher y
cols, 1988; Goodenow y cols, 1989, Meyerhans y cols, 1989) típica de cuasiespecies.
Ello tiene como consecuencia una rápida diversificación pacientes distintos (Balfe y
cols, 1990; Alizon y cols, 1986; Myers y cols, 1993>, en un mismo paciente (Hahn y
cols, 1986; Saag y cols, 1988; Meyerhans y cols, 1989; Wolf y cols, 1990; Delassus y
cok, 1991; Kusumi y cols, 1992), en distintos órganos de un mismo individuo (Epstein
y cols, 1991; BalI y cols, 1994; Wong y cols, 1994) e incluso en sitios del mismo
órgano (Pangy cols, [991; Delassusy cols, 1992; Salay cok, 1994).
Como se ha indicado anteriormente, la cuasiespecie es susceptible de presiones
selectivas, entre ellas la presión derivada de la transición al cultivo in vúro; estudios
realizados tras el aislamiento de virus patogénicos mostraron la aparición en cultivo de
virus atenuados (Diez y cols, 1988). El estudio de la evolución de secuencias de los
genes gag y ka del VIH-1 en un paciente a lo largo de dos años y comparando la
secuencía nucleotídica de las muestras secuenciales sin adaptar a cultivo con las de los
virus aíslados en células mononucleares de sangre periférica (CMSP) permitió
observar íue el cultivo puede alterar la cuasiespecie presente iii vivo respecto a la
detectada ex vivo (en la que el grado de variabilidad genética detectado fue menor)
(Meyerhans y cols, 1989). Estudios posteriores en el gen nef y la región U3/R de la
LTR 3’(Delassus y cols, 1991) y en el gen cm’ (Kusumi y cols, 1992) corroboraron las
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observaciones anteriores, añadiendo que el cultivo parece seleccionar poblaciones
presentes de manera minoritaria en el individuo, En el gen poi se han observado
diferencias genotípicas en los aminoácidos 67, 70 y 215 de la RT (implicados en la
resistencia a AZT) entre el provirus sin adaptar a cultivo y el virus aislado en células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) a partir del plasma de un paciente tratado
con ALT (Smith y cols, 1993). En este caso, sin embargo, las diferencias observadas
pueden deberse al cultivo o a que las poblaciones viricas que circulan en plasma
pueden ser distintas de las integradas en las células mononucleares de sangre periférica
(Simmonds y cols. 1991).
1.5.2 Variabilidad fenotípica
Los variantes del VIH-1 pueden mostrar diferencias en muchas propiedades
fenotipicas entre las que destacan:
t) La velocidad de replicación,
II,) El tropismo por distintas lineas celulares y
¡Ji) La capacidad de inducir sincitios. Esta propiedad biológica está unida a la
capacidad de infectar células T de manera continua y productiva (Meltzer y cols, 1990;
Schuitemaker y cols, 1991).
Los tres parámetros anteriormente citados se han correlacionado con el avance
de la enfermedad: en pacientes con SIDA o CRS se observó una mayor tasa de
replicación y el tropismo del virus por lineas celulares de linfocitos T (Asjó y cols,
1986) (Fig 1.8). El estadio avanzado de la enfermedad está frecuentemente
relacionado con el aislamiento de virus capaces de inducir sincitios en cultivos
primarios de células mononucleadas de sangre periférica (CMSP) (Tersmette y cols,
1988; Fenyó y cols, 1988). El cambio de fenotipo no inductor de sincitios (MS) a
inductor de sincitios (E) se ha relacionado con la progresión de la enfermedad
(Cheng-Mayer y cols, 1988; Tersmette y cols, 1989; Connor y Ho, 1994). El estudio
de clones de aislados con fenotipo NIS mostró la presencia únicamente de
subpoblaciones que mostraban carácter NIS. Sin embargo, en el caso de aislados con
fenotipo 15, el estudio reveló la presencia de subpoblaciones con carácter IS y de
subpoblaciones con carácter NIS (Tersmette y cols, 1990; Groenink y cols, 1991).
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PI ‘~ Asintornálico—4 ‘-‘ LA —‘---~ ~‘- CRS~ ~ SIDA
l.entas/li3aias-NSI —-—— I..entas/I3ajas-NSI Mezcla . . . Rápidas/altas-SI
Tropismo por monocitos y macrát’agos
presente a lo largo de la infección
I’m”ura 1.5. Esoneina de la patocénesis de la infección por el vinís de la inmnunodeliciemtcia humana en
relacióít cotí lo variabilidad fenotinica observada al avanzar la enfennedad. 1 .a lineo repíesenta la vtrenno,
detet’tninada por los niveles de aíttigeno j>24 libre en la sangre. Pl, primoiitfección. LA, liítfoadenopatia. CRS,
complejo relacionado comt el SIDA, SIDA, siítdrottte de lo itunumtodeíicieítcia adquirida. Se indica la variaciótt del
lenotipo eít cuanto a la ei,tética de replicación virica a lo largo de la evolución de la enlénnedad asi como eít
cuanto a la eopoci(lod (le l’ortttación de siítcitios. 15: fenotipo imidimctor dc sincitios. NIS: feitotipo ato inductor de
SIitcttI(>s.
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1.5.3 Variación antigénica
La variación antigénica se ha estudiado por ensayos de neutralización llevados
a cabo con sueros autólogos (Aibert y cols, 1990; von Gegerfelt y cols, 1991;
Wahlberg y cols, 1991). Se han aislado anticuerpos neutralizantes específicos contra el
VIII- 1 durante la primoinfección sintomática al cabo de 2 a 4 semanas de la deteccción
de los primeros sintomas; estos anticuerpos se mantienen durante un largo periodo de
tiempo. Sin embargo al avanzar la infección la diversidad antigénica incrementa
detectándose variantes con distinta susceptibilidad a la neutralización (Cheng-Mayer y
cols, 1988; Albert y cols, 1990; Arendrup y cols, 1992). Los virus resistentes a sueros
autólogos detectados pueden ser neutralizados por sueros de otros individuos
infectados por el VIH- 1. Esta resistencia a sueros autólogos podría estar determinada
por cambios en la región V3 de la glicoproteina de la envuelta gp 120 (Walhberg y
cols, 1991)
1.5.4 La importancia de la variabilidad genética en el ciclo infectivo
del VIH-i
Los ejemplos descritos en las secciones anteriores destacan la importancia que
tiene la continua variación genética y fenotipica del VIH- 1 tanto para su supervivencia
durante la pandemia como en sus propiedades patogénicas en cada individuo
infectado. Actualmente se reconoce que será muy dificil desarrollar una vacuna capaz
de proteger de modo efectivo contra una población natural de virus circulantes,
incluso frente a aquellos de un área geográfica definida, Otro punto cada vez más de
manifiesto es que el tratamiento prolongado con agentes antirretrovíricos ocasiona en
la mayoria de los pacientes la aparición de variantes del virus con menor
susceptibilidad a dichas drogas Incluso la terapia combinada ha seleccionado virus con
mutaciones múltiples que confieren al virus susceptibilidad reducida a dicho
tratamiento (Larder y cols, 1993; Emini y cols, 1993). Esto plantea la urgencia de
hallar nuevos tratamientos para el control del SIDA que continúa su expansión
pandémica.
Esta Tesis Doctoral es una contribución al estudio de algunos aspectos de la
varibilidad del VIH-1, fundamentalmente el análisis de la aparición de variantes con
susceptibilidad reducida a inhibidores de la retrotranscriptasa.
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1.6 OBJETIVOS
El objetivo de este trabajo es el estudio del fenómeno de la aparición de
variantes del VIH-l con susceptibilidad reducida frente a inhibidores de la
retrotranseríptasa.
1. Estudio de la aparición de variantes del VI}t-1 resistentes a AZT,
ddl y dOC iii vivo en presencia de la presión selectiva de la droga.
1. 1 Estudio de muestras de pacientes en tratamiento con AZT
1.2 Estudio de muestras de pacientes en tratamiento con ddl
1.3 Estudio de muestras de pacientes en tratamiento con ddC
2. Estabilidad del genotipo de resistencia a AZT tras pases seriados
en ausencia de la presión selectiva de la droga.
3. Identificación de variantes del VIII-1 resistentes a inhibidores de
la RT ex vivo en ausencia de la presión selectiva de dichas drogas.
3.1 Estudio de muestras de pacientes no sujetos a tratamiento
antirretroviral
3.2 Estudio de muestras de pacientes en tratamiento con ALT
3.3 Estudio de muestras de pacientes en tratamiento con ddl
3.4 Estudio de muestras de pacientes en tratamiento con ddC
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4. Estudio de las cuasiespecies naturales del VIII-1 en la región del
gen ¡mi que codifica la RT.
4. 1 Estudio de muestras de pacientes sujetos a tratamiento
antirretroviral
4.2 Estudio de muestras de pacientes no sujetos a tratamiento
antirretroviral
5. Variabilidad genética del VJH-I en la región del gen ¡mi que
codifica la Rl’
5. 1 Frecuencia de mutantes detectada en la secuencia consenso de
muestras aisladas y replicadas en cultivos celulares
5,2 Frecuencia de mutantes detectada en la secuencia consenso de
muestras no adaptadas a cultivos celulares
2. MATERIALES Y METODOS
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2.1 MUESTRAS
Las muestras proceden de pacientes infectados por VIH-1 con una de las
siguientes características respecto al tratamiento antirretrovírico recibido:
i) no tratados con inhibidores de la transcriptasa inversa,
U) tratados con ALT únicamente,
iii) tratados con ALT en combinación con factor humoral del timo (Thymic
humoral factor’. THF) (Trainin, 1990),
iv) tratados con ddl,
y) tratados con ddC y
vi) tratados con ddl tras al ínenos 8 semanas de tratamiento con ALT.
En las Tablas 2.1, 2.2 y 2.3 se detallan’) las vías de infección, nj) la fecha
de la toma de la muestra estudiada, ihj,) el sexo, /h’,J la edad, ‘) el tipo de
tratamiento recibido y it) el estadio clínico siguiendo la clasificación del CDC
¡9 para adultos (CDC, [956
Grupo 1- Inlbeción aguda
Grupo II — InI ección a si itt omática
(intpo 111— ¡‘ittJbdeanpatío generalizada persistente
Grupo IV— Otros enlúnnedades
Stibgr’ Lp0 A: Entinnedad constitucional
Subgru;>o II: Iinfennedades neurológicas
Suberupo (. : Ittlecciones oporirtilí stas
- Categoría Cl: diagnósticas de SIDA
Categoria (22: otros itt lecciones
Subgrupo 1): Neoplastas asociadas
Snbgrnpo Ii: Otros procesos
de 13 años (CDC. 1981).
lnl’eccióít indel.erníinada en niños menores de 18 meses expuestos durante el periodo
con attticuerpos aitti —v íD.
ti) pata menores
PI)
acoitatal x’
1>1 lii lección
PíA
PIE
1>1(2
Pl lnleccioií
IVA
F’213
1>2(2
[>21)
asintotnático
Funcion inmune tionnal
luttcíon inniune attormal
unci (Mt iutnntte no estudiada
si u toaniti ca
llal largos itiespeciheos
Enfermedad uteutológica progresiva
N el! ntostja itt teistí rial] in foi dea
l’:ttíbn~edodes infecciosas secundarias
i) 1 fas cítunteradas etilo definición de SIDA del CDC
1)2 Infecciones bacteriattos graves y recurrexttes
03 Otras (candidiasis oral persistente, estomatitis herpética recidivante,
herpes zoster diseminado)
E Cánceres secundarios
III los eniunerados eít lo definición de SIDA
[22 GIros
1” Otras enfermedades posiblememtte debidas a la infección por VIH.
La Tabla 2. 1 muestra los datos de los virus aislados en células
irmononucleares de sangre periférica (CMSP) y posteriormente replicados en células
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MT-2 (secciones 2.2 y 2.3). Las Tablas 2.2 y 2.3 recogen los datos referentes a
virus que no sufrieron ninguna adaptación a cultivo.
Tabla 2.t. Virus aislados y renlicados en células MT-2
Muestra V. lnfecciónU
ADVP
Fecha’>
2606.89
E. ClinicoC
IV Cl
Sexo
M
Edad
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TraI:amientod
0
2038W’” ADVP 8.05.90 III M 23 AZT-44
20380.4 AOVE 805.90 111 N4 23 AZT-44
3018P”” ADVP 21.02.91 III E 27 ÁZT-96
DSI-2< “~ ADVP/l-lom 18.04.91 IV Cl M 38 AZT>8
D91+4” ADVP 1.08.91 IVCI M 32 AZT>8-oddl-4
012/-2” ADVP 11.06.91 WC> E 28 AZT-26
41< AOVE 11.03,89 IV CI M 20
Vertical 17.01.91 P201 F 3 AZT-106
307V”’ VerficaJ 17.01,91 E2DI M 2 ALT-12
302>10 Vertical 11.01.91 P2D 1 M 7 AZT— 12
[65<”’ Vertical 28.11,89 PJB M 3 0
61> Vertical 28.04.89 P2 M 4 0
259 Vertical 16.11.90 P2 M 5 0
Vertical 25,01,91 P2DI M 2 áZT-92
3jQtCU Verlical 25.01.91 P201 M 2 AZT-92
334W” Vertical l5.lO.91 92 M 2 AZT-í 16
l08M~.~: Vertical 21,09.89 P2D2 E 4 AZT-40
341<0 Vertical 24.10.91 P2 M 8 AZT-48
IGl> Traiísf/1979 28.11,89 IV CI F 15 AZ.T-28
.,02’8” Trajísf./1982 15.0I.9> P2 Dl E JI AZT-24
Troíisf/nd 15.t)l.91 92 E 17 AZT-84
304E>,<”: Transf/l984 l5.0l.91 P2 DI M 6 AZT-88
3Q44q Trajtsi.11984 15.01.91 P2 Di M 6 ALT-SS
205 vta Ulom. 31.05.90 II M 28 AZT-48
2076”’ ibm, 23.08,90 II M 29 AZT-56
2040 Flom. 15. II .90 II M 29 AZT-68
30150 Dom. 7,02,91 11 M 29 AZT-78
208004 Dom. 4.09.90 III M 36 AZT-41
30(15”’ Hom, 10.01.91 III M 44 AZT—88
D17/-2’~ Ibm, 23.07.91 IV CI M 39 AZT-94
095—2’”’’ 1-bat. ud ud bel ticí AZT— 14
19 1-1< Dono nd nd M ud AZT-120
035-9 Dom. nd ud M nd AZT-2t)
022:1 1-bern. ud ml M mi AZT-120
1 17” Dom, nd ud M ¡id AZT--t8
1 20” Dom. sud M ml ALT— 120
P022-A>”’ Dom. nd ml Nl nd O
P022.D<’Q Ilota, nd nd M nd AZT-64
0via de ittl’ección (adiceiót> a drogo por via parenteral (AOVE), transmisiótí ltotnosextial (Dom).
ltetet’(tsext[aI (!{et ), vertical o irarísfusión san”uíuea (TransO (en estos casos, se iítdica la fecho de lo
traitshisiót sanguínea). b’í’o,na de la muestra. Cpstadio clínico según la clasificación del CDC. <‘Iratamuento
y dotación en seinautos. Los ítsuestras ettcuadradas son seenenciales del mismo paciente. tmiestras
analcadas por el método de aumestreo. P muestras analizadas por secitenciocion. ud: no delermunodo,
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Tabla 2.2. Virus estudiados directamente de CMSP procedentes de nacientes en
tratamiento
Muestra V. Infección a Fecha’> E. ClínieoC Sexo Edad Tratamiento d
P20 1
P2 02
P2ACD3
P2AED2
P2A02
P2D2
P2AOID3
920A01D3
P2ADCDID3
92AD3
P2AECD3D2
P2E
IV Cl
IV Cl
IVCI
IV CI
IV Cl
IV ej
IV Cl
IVC1
IV CI
LII
III
II
III
IVCI
IV Ci
IV CI
IV CI
IV Cl
IV Cl
IV CI
IV Cl
III
II
M 6 ALT-SS
M [1 AZT-Ió
E 12 AZT-48
M 7 AZT-60
M 1 AZT-20
F 6 ALT-32
F 13 AZT-96
E 1 AZT-60
F 9 ALT-96
E 14 AZT-28
M 3 AZT-40
E 4 ALT-40
E 28 AZT-48
E 30 ALT-SC
M 39 ALT-lIC
M 29 AZ.T-84
E 33 ALT-24
E 24 AZT-32
E 24 AZT-42
E 25 AZT-12-4
M .46 AZT-24
M 27 AZT-20
M ud ALT-U
M -¿2 ddl-44
M 43 ddC-24
M 21 AZT-8 4 ddl-44
M 33 ALT-40-u-ddl-52
M ~5 AZT-64 ‘t ddl-28
M 35 ALT-6-t i ddl-36
M 36 AZT-64 + ddl-44t
E 32 ALT-I16 4-ddl-28
E 33 ALT-24 + ddl-28
M 46 ALT-24 + ddl.4
E 30 (ALT + TFIE)-24
F 24 (ALT + TI-IF)-4
Vio dc i u>l ccc.,00 adiccí dii a dro~a por ida parenteral (Al)VI4 transmisión hoíao.s’exaal (ilion).
ltel.erosexual (IIet 1. verí í c~ 1 o tratísfi tsi do saítgt u it ea (Traasfl (ea estos cases, se ítdi ca la fecha de la
d
transfusión songuinea). bína de la untuestro. C Fstw ho citaico, Iratattíiento y duración en semanas. * En
el inoineit[o cíe lo torna dc lo u muestra al paciente se le babia supriunido el tratatniento antilTetroviral . las
ituiesiras Cloe cotitteitzott con 1.) van seguidos del número de paciettte y (leí tímnero (le semanas etí el
tro talti etilo correspondiente. u.d: un deternuinodo.
304/PO
P2
P3
P4
PS
P13
P14
FIS
P .16
P20
P21
P23
012/+20
D12/±58
DI7I-i-20
D251-i-24
029/-2
031/-2
D3 li±8
931/+24
035/-2
V75-2
V75-’)
V75-4
V75-6
08/1-44
Dl 61+ 52
1)22/+28
D22/i-36
D22/+48
028/+28
D29/’ 28
D351-F4
THF13/~24
TI-lE 111+4
Transí! 1984
Vertical
Íransú
Vertical
Vertical
Vertical
Transí!
Vertical
Vertical
Viet
Vertical
Vertical
ADVP
ADVP
‘r HS
ADVP
.ADVP
AD\19
AOVE
ADVF
Honí
Horno
¡-lomo
Horno
1-lomo
A O VP
ADVP
Dom
Dom
Dom
1-bm
ADVP
1-loni
bicI
ADVP
15.01.91
15.11, 93
I5.ll.93
22.11.93
13. 12.93
17.01.94
24.01.94
24.01.94
24.01.94
7.02.94
14.02.94
14.02.94
12.12.91
11.11.93
1.01.92
6.05.92
5.12.91
9.01.92
26.03.92
14.12.93
30.01 .92
05.88
05.90
(.16.91
06.90
21.04.92
12.08.92
11.05.92
20.01.92
[1.09.92
21 (>7.92
22.01.92
[2.03.92
7.07.92
10.03.92
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Tabla 2.3. Virus estudiados directamente de CMSP procedentes de pacientes
españoles no tratados con inhibidores de la RT
.
y. Infección » Fechab E. Clínicot Sexo Edad
11.92
11.92
27.04.93
19.04. 93
5(15.93
5.05.93
17.05 . 93
9.06.93
23.09.93
12.93
26.12.91
12.93
04.86
(>8.90
12.89
(¡.86
29.11.93
29, 11.93
20.12.93
4.01.94
1.1.01.94
31.01.94
31.01.94
31.01.94
9.06.93
1 VC 1
IVC 1
P2ABCD2D3D 1
[‘2A
nd
P2AC
P2A.D3
II
P2A
II
II
II
II
III
111
IV Cl
P2AD3
P2A03
P2AD23B
P2D2
P2D2
P2A133
P2D2AD3
[‘2A
P202D 1
27 años
F 28 años
F 3 meses
F 9 rncses
E 30 años
F 8 rnescs
Nl 1 año
E 33 años
E 8 meses
E 29 años
E 3(1 años
E 31 años
M 21 años
M 42 años
M 43 años
be! 35 años
E 8 años
E 3 años
E 3años
M 3 años
F 3años
E 5 años
E 6 años
E 6 años
E 5 mncses
O Vía de infección {. a(liccion o drogo por ida parettteral (ADVI’), transmisión liomosexoal (1 bm).
heterosexital ii-tel.), vertical o tronsfusióít saitguínea (‘t’ransf) (e¡t estos cosos. se itidica la fecha (le la
tratísñ,sión Ma n~i í inca ~ ‘orno de la ini estro, cEMt~l(l~() cl iitico, dTrabaín i ej í to y d nroción cii semanas. ud no
detertninodo
Virus
131
216
26
11
34
.5=
49
.106
ItAS
GR-34
THF 13/-2
SAE 15
V15-l
V15-3
V15-5
‘¿75-7
PS
[‘6
PO
Pl ¡
[‘12
[‘11
BIS
Pl9
58
ADVP/Hont
1-bm/Del.
Vcrtical
Vertical
AI)VP
Vertical
Vertical
ADVP
Vertical
ADVP
Del
lic)
[lomo
1-lomo
Horno
Honio
Vertical
Vertical
Vertical
Vertical
Vertical
Vertical
Vertical
Vertical
Vertical
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2.2 AISLAMIENTO DE VIII-1
El aislamiento del VIH-l se llevó a cabo a partir de células mononucleares
de sangre periférica (CMSP) y de plasma de pacientes infectados, por cocultivo
con células mononucleares de sangre periférica de donantes sanos, previamente
estimuladas con 2.5 ~ig/mlde fitohemaglutinina (DIFCO) durante 72 horas, Los
cocultivos incluyeron 5106 CMSP de paciente en 5 ml de medio RPMI 1640
(Flow) con suero bovino fetal inactivado al 10% (SBF, de Gibco), L-Glutamina
2mM (Flow), lOO ~g/rnlde penicilina (Antibióticos SA), lOQíg/mi de
estreptomicina (Antibióticos SA), Tilosina al 5% (Flow) y con Su/ml de
interleuquina 2 (IL-2) (Genzyme). Se añadieron CMSI’ de donante sano una vez
por semana, recogiendo sobrenadante del cultivo para la detección de antigeno
p24 mediante un ELISA de captura (Abbott). El cocultivo se mantuvo un total de
cuatro semanas a 37 oc en atmósfera 5% de CO2. Este mismo protocolo se aplicó
para el aislamiento de VIR- 1 a partir de plasma.
2.3 REPLICACION libE AISLADOS DE VIIl-1 EN CELULAS MT-2
Los sobrenadantes de cocultivo de CMSP o cultivo de plasma con CMSP
positivos para VII-1-1 en ELISA de antígeno p24, se emplearon para la infección de
la línea celular establecida MT-2 (cedida por el Dr. DD Richman; UCSD). Esta
línea linfoide CD4+ se obtuvo, originalmente, por co-cultivo de linfocitos de
sangre periférica de tin individuo infectado con el virus de la leucemia humana de
celulas T tipo 1 (IITLV-I) con linfocitos de cordón umbilical de un donante sano
(Harada y cols, 1985).
2.4 PRODUCCION DE INOCULOS VIRICOS
Se infectaron l-$ 106 células MT-2 en un volumen de 5 ml de medio de
cultivo completo. Se incubaron a 37 “C en atmósfera 5% de CO2 hasta observar un
efecto citopático que afectaba aproximadamente a un 75Ú~ de las células (ECP +3).
En ese momento se añadieron 30 106 células MT-2 y se mantuvo el cultivo (30
mí), en las condiciones previamente descritas hasta obtener ECP +3 (Richman,
1990’9. El medio de cultivo se clarificó por centrifrigación a 1200 rpm durante 10
minutos. Este sobrenadante infectado con VIH- 1 se almacenó a -70
0C hasta su
utilización.
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2.5 TITULACION DE LOS INOCULOS VIRICOS
Los inóculos víricos obtenidos se titularon en células MT-2 por detección
de ECP en diluciones seriadas del sobrenadante (dilución limite) tras una semana
de cultivo. Se infectaron 2~ 106 células MT-2 por pocillo, en placas de 96 pocillos
(Nunc), con 20 pl de cada dilución virica a ensayar hasta la dilución 10-6. Las
placas se incubaron a 3’70C en atmósfera 5% CO2 durante 7 días. Las dosis
infectivas 50 (Dl50) se calcularon según el método de Spearman-Kárber (1931).
2.6 ENSAYOS DE SUSCEPTIBILIDAD A DROGAS
Se infectaron células 1-leLa que expresan el receptor CD4 (Chesebro y
Wehrly, 1988) con VII-LI en presencia de diluciones seriadas de droga. La
sensibilidad al inhibidor se determinó por la reducción de formación de focos de
sincitios (placas) en las infecciones y se expresó en la concentración a la que la
replicación vírica se inhibe un 50% (concentración inhibitoria 50,CI <~) (Richman,
1993).
2.7 PASES SERIADOS DE AISLADOS RESISTENTES A AZT
Los pases en cultivo se llevaron a cabo infectando 5.106 células MT-2, bien
a multiplicidad de infección (mdi) 0.1 D[50/célula, bien a 0.001 Dl5~/céluIa (Fíg.
2.1’) (Sánchez-Palomino y cols; 1993). Los cultivos se mantuvieron a 37”C en
atmósfera 5% CO2 hasta la observación de ECP +3. Tras esto, se separó el
sobrenadante de las células según lo descrito en 2.4 y se infectaron 5.106 células
MT-2 con la misma cantidad de sobrenadante utilizada para la infección inicial.
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¡‘2
(V/P21-1> (/P3/-i)
¡‘2
(V/P2/-3> (/I’31-3)
¡‘4 ¡‘5
(Vfl’4/-1> (V/PS/’1)
P ¡‘5
(¡‘41 ¡‘5/-3>
“\ ¿
¡‘lb ¡‘21
(VIP1G/-t) (V/P21/-l)
p
/P/1’61
[“muro2.1. lúsoueina de los pases seriados en cultivo, Entre paréiltesis sc ittdica la ¡tontetíclatura
seguida para dennítui ni-Ir los virus est¡tdiados, \J representa el nombre de la ¡nuestra (los tnuestros estudiadas
son 31)2, 31)4, 31>6 y 1 OSM , indicadas en la ‘tabla 2.1). 1> indica el número de pase y —1 o —3 iítdicaít la
multiplicidad de infección (0. 1 o 0.001 D15o/célula).
2.8 MET(>DO DE DETECCION DE DESAPAREAM lENTOS POR
DIC ESTION CON’ RIBONUCLEASA A
Este método, inicialmente descrito por Winter y cols (1985) y por Myers y
cols (1985), para la detección de mutaciones en el DNA genómico, se basa en la
capacidad de la ribonucleasa A (RiNasa A) de hidrolizar en sitios de híbridos o
heterohibridos en los que se localizan una o más bases desapareadas. Se aplica
tanto para heterohíbridos RNA:DNA (Myers y cols, 1985) como para
homodínieros RNA:RNA (Winter y cols; 1985). El ensayo consiste en hibridar una
ribosonda marcada con con la muestra a estudia¡, DNA o RNA, no marcada.
El híbrido se digiere con RNasa A en condiciones parciales y los fragmentos
obtenidos se analizan en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(Hg. 2 2).
Este método se ha empleado para el estudio de variabilidad genética de
varios virus RNA como el virus de la gripe (López-Galindez y cols, 1988),
cuctimovirus (Owcn y I’alukaitis; 1988), virus respiratorio síncícial humano
(Cristina y cok, 1990, 1991) o el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1
mdi:
o.t DI.Jcélu¡a
(‘1) — —.
1~
¡3
mdi:
0.001 DI,Jcélu¡a
(-3>
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(López-Galindez y cols; 1991). E! método de detección de desapareamientos por
digestión con RNasa A también se ha aplicado al estudio de mutaciones en 1)NA
(Myers y cols; 1985, Almoguera y cols; 1988, López-Galindez y cols; 1991 y
Rojas y cok; 1993).
2.8.1 Ohtenciá¡~ de RNA
El sedimento de 25.106 células MT-2 se lavó con PBS y se resuspendió en
cloruro de guanidina 7N4 a 40C siguiendo el método de Winter y cols (1985). Tras
intensa agitación, pa’a fragmentar el DNA por fuerzas de cizalla, el RNA se
precipitó con 2.5 volúmenes de etanol a -200C durante la noche. El precipitado se
centrifugó a 14000 rpm durante 30 minutos y se resuspendió en 400 pi de tampón
de extracción. La disolución se extrajo dos veces con fenol. La fase acuosa se
precipitó de nuevo con NaCí 0.3M y ctanol. El RNA precipitado se secó en vacío y
se resuspendió en 30 pi de agua destilada estéril y libre de RNasas,
A9ÑA aRnA aRNA a~NA
AIBQSONDA
1.’ ‘4
CEPA QE
REFERENCIA A A O
~ =~
hioura2.2.Es(mgnía del método (le deteccioa de dc, gire ííaíéat=?ypordicestión con U Naso A. La
1 iibridoci 6 u de lo ribosondo con distitítos RNA o 1 )NA da lugar a disti¡ttos patrones de batido tras su
digestión con RM.s¿í A íepcíwlieiído dcl ¡inríicr’o ([e dcsoporc~íínEentos prescittes. 1-it lo ($aíro se observo que
lo Ii ibí i docí6’ t coi t it tic<tíos que preseilí. O it (Iistiit tos oua aciones pitíituoles (¡nuestras A, [ y (2 produce
1rogiltenios (le (ji st’oto peso it ¡alecu lar. 1 ‘o presencio de ha, it los enía alíes e¡t el potro it es ji idi cotí va dc 1
cxisieneio de iii jo reíoc idi [ilogcí Uico ciitt-e las ¡u ttest ros.
si
2.8.2 Síntesis de ribosondas radiactivas
2.8.2.1 Preparación del plásmido para la síntesis de la ribosonda RT 5’
El plásmido pP 1 -deleción Eco RV (procedente de subclonajes en
BlueScript del clon 8H10 de LAI) incluye la región genómica de la transeriptasa
inversa del VIH-l que cubre los aminoácidos 25 al 144 (López-Galindez y cols,
199!) (Hg. 2.3). Se linearizó con la endonucleasa de restricción Mscl y se obtuvo
una ribosonda de 360 nuclcótidos <posiciones 2202 al 2562 del genoma del VIH-1
según Ratner y cols, 1985). Tras la digestión, se cuantificó el material en un gel de
1% de agarosa en TAE, por tinción con bromuro de etidio (lO ~tg/ml) y
visualización por luz UV.
2.8.2.2 Preparación del plásniido para la síntesis de la rihosonda RT 3’
La sonda que cubre la región 3 del gen que codifica por la RT, tiene 325
nucleótidos de longitud (posiciones 2559-2884 del genoma del VIH-!,
aminoácidos 144 al 252) (Fig. 2.3). Se preparó linearizando el plásmido pPSP con
la endonucleasa de restricción Eco RV (López-Galindez y cols, 1991). El producto
de la digestión se cuantificó como se ha descrito en 2.8.2. 1.
2.8.2.3 Transcripción in vitro
Para la síntesis de la ribosonda, el plásmido se transcribió ir ii/ro mediante
la RNA polimerasa del fago Ti (10 unidades) y 2.5 mM de rATP, rUT? y rGTP,
50 gCi de c2P-CTP (400 Ci/mmol). El volumen de reacción fue de 20 [11, en
Tris-HCI 40 mM pH 7.9, NaCí lO mM, MgCI
2 6 mM, DTT 10 mM, espermidina
2 mM y 2.5 unidades de inhibidor de ribonucleasas (RNasina; Promega). Tras 45
mm a 370Q se añadieron 10 unidades de enzima y se dejó otro periodo de
transcripción de 45 mm, Este proceso se terminó tras la adición de 1 unidad de
DNasa 1 e incubación a la misma temperatura durante 15 mm, La ribosonda se
purificó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 5” o-7M urea. La
ribosonda se eluyó del gel por tratamiento de éste con acetato amónico 2M y SDS
al 0.1~o en un volumen de 375 pi a 37”C durante la noche. Tras su elución, la
sonda se precipitó en etanol absoluto en presencia de 3O~tg de RNAt de levadura.
Finalmente, se resuspendió en lOO pi de solución de hibridación (formarnida 850 o,
NaCí 0.4M, EDTA 1 mM, Pipes 40 mM pH 6.7).
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2.8.3 HIBRIDACION DE LA RIBOSONDA CON EL RNA
MUESTRA Y DIGESTION CON RNasa A
El RNA total de células MT-2 infectadas (aproximadamente 1~tg),
preparado según lo descrito en el apartado 2.7.1, se desnaturalizó a 950C durante 3
mm. El RNA desnaturalizado se hibridé con 3-1O~ cpm de ribosonda. La reacción
tuvo lugar a 550C durante 3.5 horas en presencia de 30 ~tgde RNAt de levadura y
en un volumen final de 30 ~ul.
La digestión parcial con RNasa A, a una concentración de 40 vg/ml, se
realizó a 30o(~ durante 30 mm. La reacción finalizó por tratamiento con lOO ~¡gde
proteinasa K, 10 gg de RNAt y 20 gIde SDS al 10% a 370C durante 15 mm. Tras
tres extracciones con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), el producto se
precipitó con 2.5 volúmenes de etanol y se resuspendió en 15 pi de tampón de
electroforesis (97% t’ormamida, SDS 0.1%, Tris-HCl 10 mM pH 7.0. azul de
bromofenol y xilencianol 0.010 o).
Los fragmentos obtenidos se analizaron en un gel de acrilamida al 6% -urea
SM en TRE, en primer lugar en geles de 20 cm de largo y 1.5 mm de espesor, a
300 V durante 2 horas. Tras este primer análisis, se llevó a cabo un segundo gel de
50 cm de largo y 0.4 mm de espesor de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes. Estos geles se corrieron a 1300 V durante 3 horas, tras lo cual
se expusieron a -700C utilizando pantallas amplificadoras de la seña! radiactiva.
2.8.4 INCORPORACION DE RADIACTIVIDAD AL MARCADOR
DE PESO MOLECULAR 0X174-Hae III
Se empleó DNA de la forma replicativa del fago OX174, digerido con la
endonucleasa de restricción Hae III como marcador de peso molecular, El DNA
digerido se marcó en su extremo 3 con &2P-dGTP. Para ello, se utilizó 1 unidad
del fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1 de E. adj. una mezcla de
desoxinucleótidos dA’FP, dCTP y dTTP en una concentración lOO ~iM, lO ~tCide
a32P-GTP en tampón Tris-1-ICI O.5M pH 7.5, MgCI
2 O. INI, DTT lO mM y BSA
0.5 mg/mí. en un volumen final de 100 pl. La mezcla se incubó durante 30 mm. a
temperatura ambiente. El DNA se precipitó en presencia de lO mg/ml de RNAt y
se resuspendió en 50 pi de agua.
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2.9 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA Y
SECUENCIACION CICLICA.
2.9.1 obtención de ácido desoxirribonucleico.
La obtención de DNA de células MT-2 se llevó a cabo a partir de un
sedimento de células lavado con PBS. Este se resuspendió en 1 volumen de
solución Tris-I-ICI lO mM pH 7.5, EDTA lO mM, NaCí 0.15 M, con proteinasa K
(200 ~¡g/ml)y SDS 0.50 o, Tras una incubación de 1 hora a 650C y toda la noche a
370C, se añadió 1 volumen de Tris-HCI 10 mM pH 8.5, EDTA 10 mM, NaCí 0.65
M. La mezcla se extrajo con 1 volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico
(25:24:1) y a continuación con ¡ volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1).
El DNA se precipitó con etanol y se resuspendió en TE o agua. La concentración
se determinó por lectura de la densidad óptica a 260 nm.
La extracción de DNA de linfocitos de sangre periférica no cultivados
congelados se llevó a cabo siguiendo el mismo protocolo, previa eliminación del
medio de congelación por centrifugación a 1200 rpm durante 10 mm En cambio,
la extracción de DNA a partir de linfocitos de sangre periférica frescos, se llevó a
cabo utilizando un equipo comercial de extracción de ácidos nucleicos (Linus)
basado en este mismo procedimiento.
2.9.2 Reacción en cadena de la polimerasa.
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), se llevó a cabo en tampón
Tris-HCI lO mM pH 8.3, KCI 50 mM, gelatina 0.01% y MgCI
9 1.5 mM. La
concentración de desoxinucleótidos fue de 0.125 mM. Se emplearon 100-200 ng
de cada iniciador por ensayo y 1 unidad de enzima Ampli Taq polimerasa (Perkin-
Elmer). El volumen de reacción fue de 25 a lOO pl. Se llevaron a cabo 30-3 5 ciclos
con los siguientes perfiles, desnaturalización a 94
0C durante 20 seg., hibridación de
los iniciadores al DNA molde durante 1 mm. a 55”C-600C (dependiendo de la
temperatura de hibridación de los iniciadores empleados) (Tabla 2.4) y una
elongación de las cadenas a 720C de 1 mm. para aquellas ampificaciones de hasta
2.3 Kb. En ambos casos, las amplificaciones se comenzaron con una
desnaturalización a 940C de 5 mm, y se finalizaron con una extensión de la
elongación a 72%? durante 10 mm. En el caso de amplificar DNA obtenido de
PEMCs no sujetos a cultivo, se llevaron a cabo dos amplificaciones, una externa y
una interna en la que se emplearon iniciadores internos del fragmento mayor (Fig.
2.3). Las amplificaciones se llevaron a cabo en termociclador Perkin-Elmer, Los
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productos obtenidos se analizaron en geles de acrilamida al 8% en TBE en
condiciones no desnaturalizantes o en geles de agarosa 1~o en tampón TAE. Los
iniciadores empleados, tanto para la PCR como para la secuenciación cíclica
(sección 2.9.3), fueron sintetizados por Genetic Design (Texas), Biosynthesis,
Pharmacia, CNMVIS (Instituto de Salud Carlos III) o Genosys (Tabla 2.4).
Tabla 2.4. Secuencia nucleotidica y localización en el pcnoma viral de los iniciadores
empleados
.
Nombre Secuencia 5’->3 y localización zenómica Tít Vi
3 UF CTTATCTATTCCATCTAAAAATAGT (3830- 3805)0 (Rl) 62~’C 51”C
901-3 TAGOAACCAAAGAAAGATGGTTAAG (1482-1506> (GAG> 680C 630C
3R1J CGCGAAGCTTGGGCCTGAGAATCCATAC (2278-2291> UiT) 880C 830C
50U CAACATCTGTTGAGGTGGGGAATTCCCGC (J464-1486) (GAG) 660C (>10C
41W3 GTATTAGTAGGACCTACACCT (2055.2075) (RT) 6rnC 55”C
INU-NcoI AAGCCAGCCATGGATGGCCAA (2166-2181) (RT) 66”C 610C
[‘ÑU GCCAGGAATGGATGGCCCAA (2168.2187) UiT) 640C 5WC
41 RD GCGGAATTCTGTATGTCATTGACAGTCCAGCT (2905-2880) (RT) 741 691
2ORD TCAGTCCAGCTGTCTTTTTCTGGC (2890.2861) (RT) 72~’C 670C
2ORD-Ps[ ¡ ACACTCCTGCAGTCTTTTTCTGGC (2890-2867) (RT) 720C 67~’C
2ORD- ATGGGATCCACAGTCCAGCTGTCTTTTTCTGGC (2890.2863) UiT) l(>00C 951
BamH 1
I4RD TGAGACACCAGGGATTAGATATC (2561-2540) (RT) 681 631
I1RU GGATTAGATATCAGTACAATGTGCTT (2551-2576) (Rl) 701 650C
O Los números corresponde¡t a la posición en cl genoina dcl VIII- 1 según Rainer y cols (1985):
RT~ tratiscriptasa ¡n\-’ersa. GAG~ gen gag . Td es la temperatura de desnaturalización y Th la
tctnpcr:ítura dc hibridación.
2.9.3 Secuenciación cíclica de productos de PCR.
La secuenciación ciclica directa de productos de PCR, es una adaptación
del método de secuenciación de terminadores de cadena de Sanger. Consiste en
una amplificación por PCR asimétrica en presencia de didesoxinuc!eótidos y de un
desoxinucleátido marcado radiactivamente (Peinado y cols, 1993).
Aproximadamente 60 ng de DNA molde amplificado, se emplearon para cada
secuenciación, Para cada DNA a secuenciar, se llevaron a cabo cuatro reacciones
paralelas en cada una de las cuales estaba presente sólo uno de los
didesoxinucleótidos trifosfato a la siguiente concentración: ddGTP (160 pM),
ddATP y ddTTP (250 uM) o ddCTP (400 pM). Las reacciones se llevaron a cabo
en tampón Tris-HCI 10 mM pH 8.3, KCI 50 mM, gelatina 0.010 o y MgCI
2 2.5
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mM y los cuatro desoxinucleótido trifosfatos en concentración 1 2.5 [Pv!cada uno,
0.5 gg de un iniciador, lo pCi de &2P-dCTP y dos unidades de enzima ArnpliTaq
polimerasa (Perkin-Elmer). Los productos se analizaron en geles de secuenciación,
de acrilarnida al 6%-urea 8M a 65-70 W.
En una modificación del método antetior, el DNA amplificado se purificó
para la eliminación de dNTPs e iniciadores (Centricón lOO; Amicón o Wizard
PCRPreps; Promega). Se utilizaron alrededor de 30 ng de DNA molde, 30 ng de
iniciador y 355-dATP ( >600 Ci/mn=ol) (Amersham). Se empleó el equipo
comercial dc secuenciación de productos de PCR (fmolTM DNA Sequencing
System, Promega), basado en el método previamente descrito. El producto se trató
posteriormente con 1.25 unidades de desoxinucleotidiltransferasa terminal (TdT)
<Boehringer Mannheim) y dNTPs durante 30 mm. a 37~(2. Esta enzima es capaz
de incorporar dNTPs sin requerir molde, lo que permite elongar cadenas
terminadas inespecificamente por la Taq polimerasa (De Borde y cols, 1986). Los
productos se analizaron en geles de acrilamida al 6” o-urea SM a 65-70 W, tras lo
cual fueron fijados en acético-metano! al 10% y expuestos con una película para
autorradiogratia (X-Omat, Kodak o Curix, Agfa) a temperatura ambiente.
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210 CLONADO MOLECULAR
210.1 Clonado molecular de muestras de VIIi-1 amplificadas en
células MT-2
Se llevó a cabo el donado molecular de una región de 620 pb del dominio
de polimerización de la RT. La aproximación empleada se basa en que las
moléculas amplificadas por PCR incorporan desoxiadenosinas adicionales en el
extremo 3’ Estos residuos protuberantes, se emplean para insertar el producto de
PCR en un vector que contiene residuos desoxitimidina en el extremo 3’ del sitio
de inserción
2.10.11 Preparación del inserto y ligación
Los insertos procedieron de una amplificación por PCR con los iniciadores
3RU y 2ORD (Tabla 2.4) (Hg 2,3), según lo descrito en 2.2.9.2. La ligación con el
vector pCRM, de 3.0 Kb, tuvo lugar en una proporción molar vector:inserto 1:2,
para lo que se emplearon 50 ng de vector y 20 ng de inserto, en un volumen final
de 11 pl. La reacción de ligación se llevó a cabo con 4 unidades de enzima ligasa
de T4 (Invitrogen) a 121? durante 5 horas.
2.10.1.2 Transformación de bacterias competentes
Se añadieron 2 !.d de [3-mercaptoetanol0.5 X a cada vial de 50 pl de
células competentes E cali INJ (TA Cloning, Invitrogen). Tras una ligera
agitación, se añadió 1 pl de mezcla de ligación (sección 2.10.1.1) y se incubó en
hielo durante 30 mm, Se dió un choque térmico a las bacterias de 45 segundos a
42%’ y 2 niin, en hielo. Se añadieron 450 pl de medio SOC (sección 2.12) a las
células y se incubaron a 371? durante 1 hora con agitación de 225 rpm. El
producto de la transformación se extendió en placas de medio LB con kanamicina
a una concentración de 50 [tg/ml(Sambrook y cols, 1989) para la selección de
recombinantes resistentes a dicho antibiótico. Para la selección de recombinantes
por color se añadió 1 mg de 5-.bromo-4-cloro-3-indolil-~3-D-galactopiranósido (X-
Gal) (Boehringer Nlannheim) (20 mg/ml en dimetilformamida). Las placas se
incubaron a 371? durante toda la noche. Se obtuvieron colonias con DNA
recombinante, seleccionadas por su color blanco, para su posterior análisis.
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2101.3 Obtención de DNA de plñsmidos en pequeña escala
Cada colonia blanca (2.10.1.2) se transfirió a 5-lo ml de medio LB con
kanamicina (5<) ~tg/ml)(Sambrook y cols, 1989) y se incubó a 371? durante la
noche. Tras centrifugar a 2500 rpm durante 10 mm,, se resuspendió el sedimento
de células en TE. La lisis se llevó a cabo con NaOH 0.2 M y SDS al 1% a 40C
durante 5-10 tnin. La solución se neutralizó con acetato sódico 3M pH 4.8 durante
5 mm, y el sobrenadante se precipitó con etano!. El DNA plasmidico se
resuspendió en 25-50 pl de TE. El DNA obtenido se analizó en geles de agarosa
al 1% en tampón TALE.
2.10.2 Clonado de VIII-1 procedente de CMSP
Se emplearon dos aproximaciones, donado de extremos cohesivos y
donado de extremos romos.
2.10.2.1. Obtención de DNA plasmídico en gran escala
Para la obtención de DNA plasmidico en gran escala, se inocularon 250 ml
de medio LB con el plásmido y se incubaron a 371? durante toda la noche. El
cultivo se sedimentó por centrifugación y se resuspendió en 6 ml. de una solución
Tris-HCI 25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM, sacarosa al l5?/~ y lisozima a una
concentración de 2 mg/ml. Esta solución se mantuvo a 41? durante 20 mm. La lisis
se llevó a cabo con NaOl-{ 0.2M y SDS 1%. La solución se neutralizó con acetato
potásico 3M pH 4.6 durante 15 mm, a 40C. Los restos celulares se eliminaron por
centrifugación y el sobrenadante se trató con RNasa A (1 mg/mí) durante 20 mm.
a 37%?, El material se extrajo dos veces con fenol-cloroformo-alcohol isoamílico.
El DNA se precipitó y se resuspendió en TE , NaCí 1.6 M y PEG 8000 al 130 o.
El plásmido se obtuvo por centrifugación a 4000 rpm a 40C durante 15 mm, y se
resuspendió en TE (Sambrook y cols, 1989).
Para la obtención de DNA del plásmido pGEM5Zf(+) en gran escala se
siguió el mismo protocolo con ligeras modificaciones según las indicaciones del
equipo comercial de extracción de DNA plasmídico en gran escala (Maxipreps,
Promega>.
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2.10.2.2 Preparación de bacterias competentes
Se inocularon 90 ml. de medio liquido LB con bacterias henil DH5ct y se
incubaron a 371? durante toda la noche y con agitación. 100 pl del preinóculo se
crecieron en 5 ml. de LB a 371? y con agitación hasta alcanzar una densidad óptica
de 0.5 a 550 nm. Tras una incubación a 41? de 10 mm., se centrifugó el cultivo a
3000 rpm durante 15 mm. a 41?. El sedimento se resuspendió en 30 ml de tampón
‘¡FBI. Tras centrifugar a 5000 rpm, el sedimento se resuspendió en 4 ml de tampón
TEHII y se repartid en alícuotas de 200 pl, que se conservaron a -701?.
2.10.2.3. Preparación de inserto y vector y ligación de extremos
cohesivos
Se amplificó un fragmento de 722 ph con los iniciadores !NU-Nco 1 y
2ORD-Pstl (Tabla 2.4) a partir de una amplificación externa, descrito en 2.9.2. El
fragmento amplificado se sometió a digestión con las endonucleasas de restricción
Neo 1(1 unidad, Boebringer Mannheim) y Pst 1 (1 unidad, Boebringer Mannheim>
y se purificó la banda deseada (716 pb) por separación en un gel de agarosa 1% en
tampón TAE, empleando Gene Clean (810 10!>. Brevemente, se trató la agarosa
con Mal a 550C durante 3 mm, y se añadieron 5 pl de solución de polvo de vidrio.
El Nal se eliminó por centrifugación. Tras tres lavados del sedimento con liquido
de lavado. el DNA se eluyó con agua, tras una incubación de 3 mm. a 501?. El
producto obtenido se cuantificó mediante electroforesis en un gel de agarosa 1%
en TALE. Aproximadamente 1 pg de pGEM5Zf(+) se digirió con LO unidades de
cada una de las enzimas a 371? durante 3-5 horas, El vector linerizado se purificó
por gel de agarosa como se ha descrito previamente. La ligación con el vector
pGEM5Zf(-~-) se llevó a cabo en una proporción molar vector:inserto 1:2 a 1:6,
incubando los productos de reacción durante toda la noche a 1 60C.
2.10.2.4 Preparación de inserto con extremos romos por quinasación
de iniciadores y posterior reparación de los extremos
Se amplificó un fragmento de 1725 pb con los iniciadores 47RU y 3RT
(Tabla 2.4). Se quinasaron 5 ptg de cada uno de los iniciadores INU y 2ORD-
Banil-Il (Tabla 2.4) con 9 unidades de T4 polinuc!eótido quinasa (Promega) y 50
pmoles de ATP. La mezcla de reaccion se incubó a 371? durante 30 mm. A
continuación, se llevó a cabo la amplificación de los ácidos desoxirribonucleicos a
donar como se ha descrito en la sección 2.9.2.
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Aproximadamente 1 ~.tgde cada uno de los DNAs amplificados con los
iniciadores quinasados se sometió a la reacción de reparación de extremos en
presencia de desoxinucleótidos (0.05 mM) y 1 unidad de ‘¡4 DNA polimerasa,
incubando la solución a 371? durante 15 mm. El producto se sometió a dos
extracciones con fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1) y a una extracción
con éter y se precipitó en presencia de 1pg de RNA de levadura a -201? durante la
noche. Finalmente, el DNA se resuspendió en TE y se cuantificó en un gel de
agarosa 1% en TALE o ‘¡BE.
2.102.5 Ligación de extremos romos y transformación de
bacterias competentes
La ligación se realizó a 231? durante 8 horas en proporción molar
vector:inserto 1:3 y 1:6 empleando 100 ng de vector. El volumen final de la
reacción fue de lO pi en presencia de Tris-HCI 20 mM, MgCI2 10 mM, ditiotreitol
lO mM, ATP 0.6 mM pH:76, PEG 6000 al 5”o y glicerol al 22% y 1 unidad
(Boehringer Mannheim) o 200 unidades (New England Biolabs) de T4 DNA
ligasa.
La transformación de las bacterias con las mezclas de ligación se llevó a
cabo como se ha descrito en 2.l0.1.2.
2.10.2.6 Muestreo de colonias recombinantes por hibridación
con un oligoniicleótido específico dcl inserto
La selección de colonias con inserto de DNA de VIH-1 se llevó a cabo, en
algunos casos, por hibridación de las colonias a un oligonucleótido especifico de
VIH-l marcado con y
32PdATP (‘—3000 Ci/mmol, lOjiCi/pl, Amersham). Para ello,
el oligonucícótido 17 RU (Tabla 2.4) se marcó con 20 ~Ci de -y32PdATP como se
ha descrito en 2.10.2.3. Las células se lisaron sobre un filtro de nitocelulosa
(Micron Separations Inc.) por tratamientos sucesivos con SDS 10% durante 3 mm,
NaOH 0.5 M-NaCI 1.5 M durante 5 mm, y neutralización en Tris-HCI 0.5 M
pH:8.0-NaCI 1.5 Xl durante 5 mm, El filtro se secó durante 1 hora a temperatura
ambiente y 2 horas a 801? al vacío. Tras esto, se sometió a dos pre-lavados de 1
hora a la temperatura de hibridación del ohgonucleótido (551?) en presencia de
SSC 3x y SDS 0.1%. La pre-hibridación se realizó durante 2 horas a 551? con
SSC dx, t)enhardts lx, SDS 0.5%, 0.1 ~igde esperma de salmón sonicado y
previamente desnaturalizado (901? durante 2 mm.) y pirofosfato sódico 0.05%.
Tras eliminar parte de la solución de pre-hibridación, se llevó a cabo la hibridación
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de 40 pl de oligonucleótido, marcado radiactivamente, a las colonias
recombinantes. La reacción tuvo lugar en presencia de 0.5 mg de RNA de
levadura a 55”C durante toda la noche. Por último, se llevaron a cabo tres lavados
de 30 mm. con SSC 6x y pirofosfato sódico O.050 o. El primero a temperatura
ambiente y los dos siguientes a la temperatura de hibridación del oligonucleótido.
Tras secar el filtro a 371?, se expuso a -700C durante 4 horas con una pelicula de
autorradiografia.
El DNA de las colonias recombinantes se extrajo según lo descrito en
2.10.1.3.
2.10.2.7 Secuenciación de plásínidos
El DNA plasmidico se desnaturalizó con NaOH 0.2N y EDTA 2 mM
durante 30 mm. a 371?. El DNA se recuperó por precipitación con etanol y se
resuspendió en TE o agua.
La secuenciación se llevó a cabo con el equipo comercial de secuenciación
de plásmidos Sequenase Version 2.0 (USB). Se hibridaron 800 ng de DNA
desnaturalizado con 4 ng de iniciador en tampón 40 mM Tris-HCI pH 7.5, 20 mM
MgCl
2 y 25 mM NaCí. La reacción se realizó a 451? durante 30 mm, El marcaje
se llevó a cabo con ditiotreitol 0.OIM, 1.5 pM de dGTP, dTTP y dCTP y 5 pCi
de
3~SdATP Se emplearon 1.6 unidades de DNA polimerasa del fago T7
(Sequenase, USB; Pharmacia) durante 1.5 mm, a temperatura ambiente. Esta
reacción finalizó por incorporación de didesoxinucleótidos (80 pM) a la cadena de
DNA en elongación, durante 6 mm. a 371?. La reacción de terminación de cadena
finalizó por adición de 5 pl de solución de parada (sección 2.1!). Las muestras se
analizaron en un gel de poliacrilamida 6%-8 M urea.
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2.11 SOLUCIONES
1. Solución salina tamponada con fosfatos (PBS): NaCí 137mM, KCI 2.7niM,
Na2HPO4 8 ¡mM, KH2PO4 pH 7.4.
2. Fenol equilibrado con TNE: fenol destilado, cloroformo y alcohol isoamilico
(25:24:1, y/y) con 1 mg/ml de hidroxiquinoleina (Merk).
3. TAE Tris-acetato 40 mM, EDTA lO mM.
4. TRE Tris-borato 45 mM, EDTA 10 mM.
5. TNE Tt¡s-HCI 50 mM pH 7.5, NaCí 100 mM, EDTA lO mM.
6. TE Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM (10:1); Tris-HCI 1 mM pH 7.5,
EDTA lmM (1:1); Tris-HCI lOmM pH 7.5, EDTAO.í mM(l:0 1)
7. Solución de cloruro de guanidina para la extracción de RNA: GuHC! 7.5
M pH 7.0, acetato potásico 20 mM, EDTA4 mM y OH 0.14 mg/ml
8. Tampón de extracción de RNA: Tris-HCI 50 mM, NaCí 100 mM, EDTA 10
mM SDS 0 soo pH 9.0.
9. SSC’ NaCí 50 mM, citrato sódico ¡5 mM.
10. Solución de parada de la reacción de secuenciación: xilencianol 0.05%,
bromofenol 0.05%, EDTA 20 mM y formamida 95%.
11. Tampón TIff 1: RbCI WC mM, MnCI2 5OmM, KAc 30 mM, CaO2 10 mM y
glicerol ¡5%
12. Tampón TIff II: MOPS 10 mM pH: 7, RbCI lO mM, CaCI2 7.5 mM y
glicerol 15%.
13. Reactivo de Denhardt 50x: 5 g Fico!! (Tipo 400, Pharn’iacia), 5 g
polivinilpirrolidona, 5 g seroalbúmina bovina.
2.12 MEDIOS DE CULTIVO DE BACTERIAS
1. Medio LII Extracto de Levadura [no, Bactotriptona 2% (Difco), NaCí 1%, pH
75
2. Medio LB con agar para crecimiento en medio sólido: se añadió agar
10/o
(Difeo) al medio LB.
3. Medio SOC: Bactotriptona 2%, extracto de Levadura 0.5%, NaCí 10 mM, KCI
2 5 mM, MgCI
2 10 mM, MgSO4 10 mM, Glucosa 20 mM.
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2.13 OTROS PRODUCTOS Y REACTIVOS
1. Lymphoprep (Nycomed. Pharma).
2. Sales inorgánicas, ácidos, bases y disolventes orgánicos (Merk, Probus y
Sigma).
3. Ditiotreitol y seroalbúmina bovina (Sigma).
4. Productos para geles de poliacrilamida: Acrilamida, N’-N’-metilén-bisacrilamida,
urea y persulfato amónico (Boehringer Mannheim), TEMED (N-N-N’-N’-
tetrametil-etilén-diamina) (BRL), Tris-base, EDTA y ácido bórico (Merk).
5. Productos para geles de agarosa: agarosa ultrapura y bromuro de etidio
(Bio Rad).
2.44 MICROSCOPIO
Microscopio óptico invertido (Nikon).
3. RESULTADOS
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3.1 ESTUDIO DE VARIANTES DEL VIII-1 RESISTENTES A
INHIBIDORES DE LA RT
La aparición de variantes del VIH-1 con susceptibilidad reducida a AZT, se
describió por vez primera en muestras de pacientes en tratamiento durante más de
6 meses (Larder y cols, 1989a), Más tarde se observó el mismo fenómeno tras
propagar el virus en cultivos celulares en presencia de dicha droga (Larder y cols,
199Pí; Gao y cols, 1992). Posteriormente se describió la aparición de cepas
resistentes a cada uno de los inhibidores de la retrotranscriptasa (RT) que se han
desarrollado para el tratamiento de la infección por el VIR- 1. En todos los casos el
cambio de susceptibilidad frente a dichos inhibidores se ha asociado con
sustituciones de aminoácido en el dominio de polimerización de la RT (sección
1.4). La caracterización fenotípica de resistencia a agentes antiviricos requiere un
título elevado de virus lo que hace necesaria la replicación de las muestras en
células MT-2. Sin embargo, es ya conocida la alteración que el proceso de cultivo
puede ejercer sobre la cuasiespecie virica respecto a la cuasiespecie detectable ex
vivo (Meyerhans y cols, 1989; Delassus y cols, 1991; Kusumi y cols, 1992)
(sección 1.5.1).
En este trabajo se han analizado muestras de VIH-l aislado y
posteriormente replicado en células MT-2 asi como provirus directamente obtenido
de las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) sin adaptar a cultivo.
En la primera parte de este estudio se ha analizado la aparición de virus
resistentes a AZT, ddl y ddC en pacientes tratados con dichas drogas. Para ello se
estudiaron 56 muestras, 43 procedentes de pacientes en tratamiento con AZT, 2 en
tratamiento con AZT en combinación con factor humoral del timo (‘thymus
humoral factor, THF) (Trainin, 1990), 1 en tratamiento con ddl, 1 en tratamiento
con ddC y 9 en tratamiento con ddl tras un primer periodo de al menos 8 semanas
durante el que se les administró AZT (Tablas 2.1 y 2.2). De estas muestras, 23 se
han estudiado tras el aislamiento del virus en células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) y posterior replicación en células MT-2 y las 33 restantes se
estudiaron directamente de las CMSP sin adaptar a cultivo celular para determinar
si el cultivo de las muestras podía estar alterando la proporción de variantes
resistentes a la droga presentes en las cuasiespecies viricas,
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3.1.1 Estudio de resistencia a AZT
El fenotipo resistente a AZT se ha relacionado con mutaciones en los
codones que codifican los aminoácidos 41, 60, 67, 70, 215 y 219 de la
retrotranscriptasa del VIH- 1 (Larder y cols 1 989b; Rubsamen-Waigmann y cols,
1991; Kellam y cok, 1992; Larder, 1994) (Tabla 1.2).
La detección de mutaciones implicadas en resistencia a este inhibidor en
muestras procedentes de pacientes tratados con dicha droga, se llevó a cabo por
dos aproximaciones:
Una primera aproximación consistió en un muestreo en la zona del genoma
de la RT que incluye los aminoácidos 215 y 219 por el método de detección de
desapareamientos por digestión con RNasa A (DDRA) (como se ha descrito en la
sección 2.8) Este método permitió detectar la presencia de mutaciones en los
residuos 215 y/o 219 de la RT de una manera rápida y sencilla.
En una segunda aproximación se analizó la secuencia global de nucleótidos
del DNA proviral presente en las células mononucleares de sangre periférica (como
se ha descrito en la sección 2.9) tanto de las muestras que mostraron genotipo de
resistencia por el método DDRA como de muestras procedentes de nuevos
pacientes.
Por último se llevaron a cabo ensayos biológicos para analizar la
contribución de cada mutación al fenotipo de resistencia a AZT
3.11.1 Muestreo molecular por el método de detección de
desapareamientos por digestión con RNasa A.
El método de detección de desapareamientos por digestión con RNasa A
(DDRA) se empleó para el muestreo de la región de la RT que codifica los
aminoácidos 144 al 254 de la RT (zona RT 3’). La presencia de la mutación doble
en el codón que codifica el aminoácido 215 (ACC—*TAC/TTC) y/o la sencilla en
el 219 (AAA—*CAA) son características de genotipo AZT-resistente (Larder y
cols, 1989ñ). Estas dan lugar, tras la digestión con RNasa A, a un patrón de bandas
característico (López-Galindez y cols, 1991) (Fig. 3.1). La presencia de una de las
tres bandas (de lOO, 1090214 pb) fue indicativa del genotipo resistente a AZT.
Con este método se analizó e! RNA total de células MT-2 infectadas con
37 virus procedentes de los pacientes indicados en la Tabla 2.1 en Materiales y
Métodos: 30 de los cuales procedian de pacientes tratados con AZT. En el caso de
las muestras 304, 307. 310 y 2038, además del virus procedente de células
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mononucleares de sangre periférica (CMSP), se analizó el virus aislado de plasma
(indicado con P detrás del número del aislado).
Tras la digestión con RNasa A se detectó el patrón de bandas caracteristico
de la doble mutación ACC—>TAC en el codón que codifica el aminoácido 215 en
¡2 casos (aislados 191-1, 302, 306, 3005, 303, D5/-2, 304 y 304P, 117, 1607,
108, 035-5). En una muestra (aislado 022), se detectó el patrón de bandas
caracteristico de la mutación sencilla AAA—+CAA en el codón que codifica el
aminoácido 219. En ninguna de las ¡nuestras de pacientes no tratados se detectaron
mutaciones en las posiciones mencionadas (Fig 3.1).
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Figura 3.1. Escmema de la ribosonda RT3’ empleada para la detección de
desaparearntentos en la región RT 3 ‘dc la RT y análisis de los aislados. En presencia de un
doble desapareamiento en el codón que codifica el aminoácido 215. se producen dos fragmentos
de 214 y 109 pb tras la digestión con BNasa A. En caso de detectarse tatnbién un
desapareamiento en el codón que codifica el aminoácido 219, se obtienen tres bandas de 214, 9
y 100 pb respectixamente. En la parte inferior de la figura se muestra un ejemplo en el que se
pueden observar distintos patrones de banda en las distintas nmestras, Algttnas presentan
bandas dtagnóstico de resistencia a MT (indicadas con una flecha). O indica el marcador de
peso molectilar (0X114-HaelII). MT-2 es el control negativo (células MT-2 sin infectar). flI-B
y RF son dos cepas de referencia, P022A es el control de virus de tipo salvaje y sensible a AZT
y P0220 es el control de virus de tipo mutado resistente a AZT, P es la ribosonda.
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31.1.2 Estudio de la población provírica global
Se secuenció el DNA provírico global de 56 muestras procedentes de
pacientes tratados con AZT para determinar la presencia de mutaciones implicadas
en la reducción de susceptibilidad a dicha droga (incluyendo las muestras en las
que se habían detectado mutaciones en los codones que codifican los aminoácidos
215 y/o 219 por el método DDRA).
De estos, 23 se analizaron tras haber sido aislados en células
mononucleares de sangre periférica y replicado, posteriormente, en células MT-2
(Tabla 2. 1). De las otras 33 muestras se analizó el provirus extraído directamente
de las CMSP de los pacientes (Tabla 2.2).
3. 1. 1 .2.1 Muestras analizadas tras su replicación en células MT-2
En la Tabla 3.1 se resumen los resultados del análisis de la secuencia de
nucleótidos de las 23 muestras procedentes de pacientes en tratamiento con AZT
aisladas en CMSP y replicadas en células MT-2. Se indica el genotipo que
presentaron las muestras en los aminoácidos de la RT implicados en resistencia a
ALT 41, 60, 67, 70. 215 y 219 (Larder y cois, j9ggb; Rubsamen y cols, 1991;
Kellam y cols; 1992). Dos de las muestras estudiadas, procedentes de pacientes en
tratamiento con AZT durante 44 y 56 semanas respectivamente (muestras 2038 y
095-2>, no presentaron ninguna de las mutaciones relacionadas con resistencia a
dicha droga. La sustitución del aminoácido 70 K—>R se detectó en 5 muestras; en 2
de ellas (muestras 307 y 3018P) se detectó una mezcla de genotipo salvaje y
mutado y en las otras 3 (muestras D12/-2, 310 y 334P) se detectó la únicamente
genotipo mutado. En dos casos (aislados D17/-2 y 191-1) el único aminoácido
sustituido (de los implicados en la disminución de susceptibilidad frente a AZT)
fue el 215. [.a combinación de sustituciones de aminoácido asociadas a resistencia
que se detectó más frecuentemente, fine la de los residuos 41 y 215, que se detectó
en 6 aislados (D5/-2, D9/+4, 302, 341, 303 y 3005). El aislado 022 presentó
sustituidos los aminoácidos 67, 70 y 219 y la muestra 306 los codones que
codifican los aminoácidos 41, 60 y 215. La muestra 2080 presentó sustituciones de
los aminoácidos 41, 70 (como mezcla de tipo salvaje y mutado) y 215. Del
paciente 304 se estudió tanto el virus presente en plasma (virus 304P) como el
presente en CMSJ> (virus 304). En ambos casos se detectaron mutaciones en los
codones que codifican los aminoácidos 41, 60, 67. 70 y 215 de la RT -
El aminoácido 215 estaba sustituido T—>Y (mutaciones ACC—>TAC) en 14
de las muestras (61% de las muestras procedentes de pacientes en tratamiento con
70
AZT). Se detectó la mutación ATG--*T/CTG (sustitución N4—>L) en el codón que
coditica el aminoácido 41 en 10 de los casos estudiados, que corresponde a un
450o El aminoácido 70 estaba sustituido K—>R (mutación AAA—~AGA) en 10
casos (430 o), mientras que en el caso de los codones que codifican los aminoácidos
67 (mutación GAC—>AAC que corresponde a la sustitución D—>N), 60 (mutación
GTA-~-*ATA, sustitución V—->l) y 219 (mutación AAA—*CAA y sustitución K—>Q)
estos valores fUeron del 17, 13 y del 8.60 o respectivamente (Fig. 3.2).
De las muestras que presentaron mutaciones de resistencia a AZT, el 66%
presentaron sustituido el aminoácido 215, el 520o mostraron sustituido el
aminoácido 41, el 470o el aminoácido 70, el 19% el aminoácido 67, el 14% el 60 y
el 9% el aminoácido 219.
Tabla 3.1 Análisis de 23 muestras dc VIH-1 dc Dacientes sometidos a tratamiento
con AZT
Aminoácidos implicados en
Susceptibilidad resistencia a AZTd
Tratamiento biológica 41 60 67 70 215 219
Huestra~ AZT8 C150 <pH)
0 H V D E T K
2038 44 nd . .
095’-- 2 56 nd . .
30? J2 0.08 . . .
30188 ‘>2 mi . . ..
D12/-2 26 od . . . 8
310 92 nd . 8
334P 1½ 0.06 . . . 8
20511 48 . . . . y
Di’i/—2 94 ud . . . - y
i91--i 24 ecl - y
DS/--2 =8 cd L . y
D9/-IA >8 cd L . y
302 24 0.06 t . . . y
341 48 cd L . y
302 84 cd L . y
3005 88 cd L . Y
2080 44 0.5 U - •18 y
306 106 0.09 L 1 - ‘y’
022 124 cd . U R Q
204 88 0.42 L 1 N 8 Y
3048 88 0.32 L 1 U 8 Y
bOU 48 cd . . . y
P022--D 64 nd cd U 8 Q
Virus procedentes de (:MSP o de plasina (indicado con 1> detrás del número dc la íuuestra) aislados en
CMSP (le donante sano y replicados en células M’U-2 (descrito en 2.2). bl)liracióu en seinarnas, del
tratamiento con A!]. lítos de einayos de susceptibilidad biológica de las muestras. tiistituciones de
.im ineácidos implicados en resistencia a A/O (~ indica tipo salvaje, aminoácidos indicados en el
encabezamiento) (se emplea el código de tímia letra, ver abreviaturas). iíd no determinado. los virus 1 ()SM
‘y I>022~l.) sc estudiarorí como control dc virus resistc,ítes a AZ’I’ (López—&íliadez y coN, 199 ). Pl estadio
cl nuco de los pacientes correspondiente al momento (le cada tuina de muestra se indica en la labIa 2.1 de
Matc, cito>, x- MÉtodos.
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3.1.1.2.2 Muestras procedentes de CMSP sin cultivar
En la Tabla 3.2 se resumen los aminoácidos detectados en los codones de la RT
implicados implicados en resistencia a AZT deducidos del análisis de la secuencia de
nucleótidos de 33 muestras de V[H-l analizadas sin sufrir adaptación a cultivo.
Se detectó genotipo salvaje en los codones relacionados con resistencia a AZT
en 9 muestras procedentes de 6 pacientes sometidos a tratamiento durante períodos
que oscilaron entre 20 y 124 semanas.
Se detectaron mutaciones en los codones que codifican los aminoácidos 215
(en el 63% de los casos), 41 (450o), 70(33%), 67(12%), 60(3%) y/o 219(3%).
En las muestras que presentaron mutaciones de resistencia se detectó sustituido
el aminoácido 215 T—>Y/F en el 75% de los casos, el aminoácido 41 M—>L en el 58%,
el aminoácido 70 K--*R en el 41%, el aminoácido 67 D—>N en el 160o y el aminoácido
60 V—>1 en el 4%, al igual que el aminoácido 219 K--->Q.
El paciente D35 recibió tratamiento con AZT durante 24 semanas, Tras este
período, comenzó a recibir ddl por ser intolerante a la primera droga. La muestra
tomada en el ínomento previo al inicio de terapia con ddl, presentó una mezcla de
genotipo salvaje y mutado en el codón que codifica el aminoácido 41 (MIL) y la
sustitución T---’>S en posición 215. Tras 4 semanas de tratamiento únicamente con ddl,
se detectó un cambio en el aminoácido 215 que presentó mezcla de 5 y Y; la
sustitución del aminoácido 215 T—>Y es caracteristica del fenotipo de resistencia a
AZT (Tabla 3.2) (Fig. 3 11 .B. muestras 1 a la 23 y Fig. 3. 12.B, muestras 1 a la 23).
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Tabla 3,2 Análisis de 33 muestras de VIU-t procedentes dc pacientes sometidos a
tratamiento con AtT únicamente y con ddltras terapia previa con AtT
Aminoácidos implicados en
resistencia a AZTc
Tratamiento 41 60 67 70 215 219
Muestras AZT ddT5 1-4 V Ti K T K
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aMííestras procedentes directaniente de CM.5P antes de culti~ ir 1 <Ls muestras precedidas por 1’. asi como la
muestra 304/9(1, proceden de casos pediátricos y las precedidas por D de pacientes incluidos en el protocolo ddl
de comparación de ddt frente sí A/Y. Pl anniero que siga a 1, ] ) índica el pacienle y a 9 indica el número de
semanas que lleva incluido en el protocolo ddl (sección 3.1.2> Las muestras precedidas por ‘ii-II> proceden de
pacientes cii tratamiento con A/.’f cii combinación con TI U (sigue la misma nomenclatuua de las muestras del
protoc~o ddl) y la mntíestra V75—2 procede de un paciente en tratamiento únicamente con A/T. 0t)uración en
semanas, del rrataínieiito con ,A/,T y ddl en los casos que proced 4.Síístitííciones de aminoácidos implicados en
resistencia a AY’ 5 índica tipo salvaje, aminoácidos denotados en el encabezamiento) (se eniplea el código de
una letra, ver abrevisíltuas). l.a bana (9) indica mezcla de tipo salvaje y mutado, LíEn el momento de toma (le esta
muestra. el paciente 1)22 llevaba 4 semanas sin recibir tratamiento por motivos médicos. LI estadio clinico de
los pacientes corres
1)ondiente al nioinetito de cada toma de mtiestra se indica en la tabla 2.2 de Materiales y
Métodos.
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3.1.1.3 Susceptíbílidad biológica a AZT
En la Tabla 3.1 se indica la susceptibilidad Pi viti-o a AZT de algunos de los
virus previamente analizados por secuenciación y que presentaban sustituidos distintos
aminoácidos de la RT implicados en la resistencia a ALT. Las muestras 307 y 334P,
que presentaron sustituido el aminoácido 70 de la RT, mostraron unos valores de CI5~->
similares (0.08 y 0.06 pM). La muestra 302, con mutaciones en los codones que
codifican los aminoácidos 41 y 215, presentó un valor de C1511 de 0.06 ~tM.Los virus
2080 (con sustituciones de los residuos 41, 70 y 215), 304 y 304P (los últimos con 5
mutaciones de resistencia a ALT) presentaron valores similares de CIs~~> (0.5, 0.42 y
0.32 píkl respectivamente). Todos los casos mostraron fenotipo parcialmente resistente
a AZT, con un incremento de los valores de C150 directamente relacionado con el
número de mutaciones de resistencia detectadas (Larder y cols, 1990).
3.1.2 Estudio molecular de resistencia a ddl y ddC
Se estudiaron 23 muestras procedentes de II pacientes previamente tratados
con AlT (pacientes D5. D8, D9, D12, D16, Dl7, D22, D25, D28, D29, DII y D35)
incluidos en un estudio comparado de tratamiento con ALT frente a tratamiento con
ddl (protocolo ddl). Cuatro de los pacientes (D12, D17, D25 y DII) siguieron su
tratamiento con ALT. Los otros 12, intolerantes a AZT, iniciaron tratamiento con ddl.
También se estudiaron muestras de un paciente que únicamente recibió tratamiento con
ddl (muestras V75-3, antes de iniciar el tratamiento y V75-4 tras 44 semanas en
tratamiento) y de un paciente que únicamente recibió tratamiento con ddC (muestras
V75-5, antes de iniciar el tratamiento y V75-6 tras 20 semanas en tratamiento) (Tablas
2.1 y 2.2).
Todas las muestras, excepto las procedentes del paciente D3 1 (virus D3 11-2,
D31/-+8 y D3 11+24) presentaron mutaciones relacionadas con resistencia a AZT al
comienzo del protocolo ddl
La figura 3 II 8 (virus 24 al 33) y 3.J2.B (virus 24 al 32) muestra el
alineamiento de secuencias de nucleótidos de las muestras. Las secuencias no
permitieron identificar ninguna mutación que pudiera ser relacionada con resistencia a
ddl. como son las sustituciones de los aminoácidos 65, 74, 135 y/lS
4 (St Clair y cols,
1991; Gu y cols, 1992; 1994; Zhang y cols, 1994).
En la secuencia nucleotidica de la muestra V75-6 (correspondiente a un
paciente tras 20 semanas en terapia con ddC) se detectó una mezcla de virus salvaje y
virus con una sustitución del aminoácido 69 (T—>T/Y).
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3.1.3 Estudio de la alteración genética debido al cultivo celular
Se seleccionó el virus 304 para el estudio del efecto del cultivo celular sobre las
cuasíespecies. Para ello se compararon las secuenctas del provirus procedente de la
muestra tras su cocultivo en células mononucleadas de sangre periférica (CMSP) y
subsiguiente replicación en MT-2 (muestra 304, también denominada 304/PI) la del
virus aislado a partir de plasma y replicado en células MT-2 (muestra 304P) y la
procedente de CMSP antes del cultivo celular (muestra 304/PO) (Fig. 3.3).
El virus 304/Pl presentaba sustituidos los aminoácidos 60 (V—>I), 67 (D—>N),
70 (K--—->R) y 215 (T----+Y), implicados en resistencia a ALT. El virus 304P (aislado de
plasma) mostró sustituidos los mismos aminoácidos pero el cambio M—*L del
amínoácido 41 vino determinado por la mutación ATG—>TTG y no ATG—*CTG como
se detectó en el provirus, lo que indica la presencia de diferencias genotípicas entre el
virtís circulante y el integrado en el paciente.
Sin embargo en la muestra sin cultivar se detectó genotipo salvaje en el codón
que codifíca el aminoácido 60. En el codón que codifica el aminoácido 67 se detectó
una mezcla de tipo salvaje y mutado al igual que en los codones que codifican los
aminoácidos 70 y 215.
En los aminoácidos 69 (implicado en la resistencia a ddC) (Fitzgibbon y cols,
1992) y 75 (implicado en resistencia a D4T) (Lacey y Larder, l994~) también se
detectaron diferencias genotipicas:
El virus 304/Pl presentaba una mezcla de genotipo salvaje y mutado en el
codón que codifíca el aminoácido 69 (ACT—*ACT/GAT) que conlíeva la sustitución T
——>D y el aminoácido 75 sustituido V—>M (mutaciones GTA—>ATG). El virus aislado
de plasma (304P> mostró sustituidos tanto el aminoácido 69 (T-->D) como el 75 (V—>
M). El virus 304/PO (no adaptado a cultivo) mostró mezcla de genotipo salvaje y
mutado en el codón que codifica el aminoácido 69, como la secuencia del provirus
adaptado a cultivo, Sin embargo, en el codón que codifica el aminoácido 75 se detectó
la mutación GTA—>GTG que no conlíeva la sustitución del aminoácido.
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3.2 ESTABILIDAD in vitro DEL GENOTIPO DE RESISTENCiA A AZT
EN AUSENCIA DE DROGA.
Para analizar la estabilidad biológica de distintos VIH-1 con sustituciones de
diversos aminoácidos implicados en la resistencia a AZT, se propagaron en células
MT—2 cuatro aislados (302, 304, 306 y IOSM) en las condiciones controladas de
cultivos celulares (Eig. 2.1). El aislado 108M presentaba sustituido el aminoácido 215,
el aislado 302 tenia sustituidos los aminoácidos 41 y 215; el aislado 306, los
aminoácidos 41, 60 y 215. Por último, el aislado 304 presentaba cambios en los
codones que codifican los aminoácidos 4], 60, 67, 70 y 215 de la RT (Tabla 3.1).
Se llevaron a cabo 20 pases en el caso de los aislados 302 y 304 y 15 en el caso
del aislado 306 a dos multiplicidades de infección (m.d i). Del aislado lOSM se
realizaron 14 pases a mdi: 0.1 D15~/célula y 8 a mdi: 0.001 D15<1/célula.
3.2.1 Estudio molecular de la población global
3.2. 1.1 Muestreo molecular por el método de detección de desapareamientos
por digestión con RNasa A.
Se analizó el RNA total de células MT-2 infectadas con cada uno de los virus
seleccionados para e! estudio al inicio (Pi) y tras pases tanto a m.d,i - 0.! (-1) como a
mdi: 0.001 (-3) D15<Ácélula, en las zonas RT 5’ (aminoácidos 25 al 144) y RT 3’
(aminoácidos 144 al 252). (En la terminologia empleada para designar los virus
originados tras los pases seriados, se indica la multiplicidad de infección a la que se
llevó a cabo cada uno de ellos: 0.lDl5Wcélula con un -l o 0.001D15)célula con un -3.
Cada uno de los aislados al inicio de los pases seriados (virus 108/Pl, 302/Pl, 304/Pl
y 306/Pl) mostró un patrón de bandas diferente tras la digestión con RNasa A en
ambas zonas de la RT. fil patrón de bandas de los aislados !OSM, 302 y 306 no varió a
lo largo de los pases en ninguna de la regiones ni a ninguna de las multiplicidades de
infección a las que se realizó el estudio, El aislado 304 tras lO pases en cultivo a mdi:
0.00 lDI5t>/célula (virus 304/Pl 11-3) presentó un patrón de bandas en la zona RT 5’
diferente al que presentaba el aislado inicial (virus 304/Pl) o tras 15 pases a mdi:
0. lDl5jcélula (virus 304/I~l6/-l) <Fig 3.4).
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3.2.1.2 Estudio de la población provírica global
La secuencia global de nucleótidos de los virus antes y después de los pases no
varió en las posiciones implicadas en resistencia a AZT tras los pases seriados
realizados a alta m.d,i (Fig. 3.5).
Tras los pases a baja m.d,i (0.00lDI5~>/célula) los aislados 108M, 302 y 306 no
mostraron ningún cambio en ninguno de los aminoácidos de resistencia a AZT (Fig.
3.5). Sin embargo, tras lO pases seriados del aislado 304 (virus 304/Pl l/-3) se
observaron las sustituciones de los aminoácidos 60 (I—#V), 67 (N—>D) y 70 (R—*K)
correspondientes a genotipo salvaje. Estos cambios se mantuvieron durante el resto de
los 10 pases realizados (virus 304/P21/-3).
En cuanto a los aminoácidos no implicados en resistencia a AZT, se detectaron
mutaciones en los codones que codifican los aminoácidos 73, 83, 99, 181, 187, 193 y
195. El cambio del aminoácido 181 está implicado en resistencia a nevirapina e
inhibidores de la RT no análogos de nucleósido (Richman y cols, 1991Q (sección 3.3).
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3.2.2 Estudio molecular de cuasiespecies
Se investigó si los cambios genotípicos detectados en el gen de la RT del
virus 304/Pl ¡¡-3 respondian a un proceso de reversión genética debida a la
ausencia de droga. Se analizaron por donado molecular las cuasiespecies del
aislado 304 inicial (virus 304/Pl), del aislado tras 15 pases a mdi: 0.1 D150/célula
(virus 304i~l6/-l) y tras lO pases a mdi: 0.00 lD150/célula (virus 304/Pl l/-3). Se
secuenciaron 14 clones del virus 304/Pl, II del 304/Pl 1/-3 y 5 clones del virus
304/P16/-l en las regiones del gen poí que codifican los aminoácidos 60 al lOS y
160 al 220 de la RT (sección 2.9). En la figura 3.8 se muestra la secuencia de
aminoácidos de los clones analizados que incluye los aminoácidos 60 al 108 y 181
al 215.
En los 4 clones del virus 304/Pl analizados los aminoácidos 60 (I—>V) y
215 (T—*Y) estaban sustituidos respecto a la secuencia salvaje (aunque en 4 de los
clones el cambio a Y del aminoácido 215 respondió a una triple mutación (ACC—>
TAT)). Por el contrario, trece de los 14 clones analizados (93%) presentaron
sustituidos los aminoácidos 67 (N) y 70 (R), mientras que el clon restante
presentó D y K respectivamente en dichas posiciones, que corresponden con el
tipo salvaje (Figura 3.6.A).
La secuencia de aminoácidos correspondiente a los 5 clones estudiados del
virus 304/P16/-l no presentó variación en las posiciones 67 (D’-’-*N) y 70 (K—*R)
respecto al virus original (304/Pl). En 2 de los 5 clones analizados se detectó tipo
salvaje en el aminoácido 60. El cambio T—*Y ene! aminoácido 215 correspondió a
una triple mutación (ACC---*TAT) en tres de los clones (Fig. 3.6.B).
La secuencia de nucleótidos del virus 304/Pl 11-3 mostró el cambio T—>Y
del aminoácido 215 (ACC—>TAC) en todos los clones. De los 11 clones
secuenciados. lO presentaron genoma salvaje en los residuos 601, 67D y 70K,
mientras que uno de los clones analizados presentó sustituidos los aminoácidos 60
(l—>V), 67 (D—--*N) y 70 (K----*R) (Fig. 3.6.C).
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3.2.3 Estudio fenotípico de la población global
3.2.3.1 Efecto citopático y curso de la infección
Durante los pases en cultivo el tipo de efecto citopático no varío,
observándose la formación de sincitios de gran tamaño con todos los aislados. La
aparición de ECP 4-3 se produjo después de 4-5 días de infección a mdi: 0.1
D15<1/célulay de lO-II días de infección a mdi: 0,001 DI$(¡célula.
3.2.2.2 Susceptibilidad biológica a ALT
Para determinar si los cambios genotipicos detectados (sección 3.2.1.2) se
correlacionaban con cambios fenotipicos respecto a la sensibilidad de los virus a
AZT, se tealizaron estudios de susceptibilidad fi; i’itro a dicha droga.
Hay que resaltar que todos los virus presentaban fenotipo parcialmente
resistente a AZTantes de los pases (Fig. 3.7.8).
En el aislado 302, en el que no se detectaron cambios en los aminoácidos
de resistencia a AZT tras los pases seriados, el fenotipo permaneció invariable (Fi;
3.7A).
E] aislado 304 que tras pases a mdi: O.001D150/célula presentaba un
cambio a tipo salvaje de los residuos 60, 67 y 70 tampoco mostró ninguna
variación fenotipica. lEí fenotipo parcialmente resistente a AZ-T del aislado 306 no
varió tras pases seriados a mdi: O. 1D150/célula (virus 306/Pl 11-1 y 306/Ph!-) en
la figura 3.5(2.). Tras 8 pases a mdi: O.001D150/célula, se detectó un incremento
de susceptibilidad del virus 306/PO/-3 a la droga con una disminución del valor de
la Cl50 de lO veces (Fig. 3.7(2).
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3.3 IDENTIFICACION DE AISLADOS DEL VII-kl CON
MUTACIONES DE RESISTENCIA A nevirapina, ddC y D4T EN
PACIENTES SIN TRATAR O TRATADOS UNICAMENTE CON AZT
El análisis de secuencias del gen pci de muestras de pacientes no tratados o
tratados únicamente con ALT (muestras descritas en la Tabla 3.1) nos permitió
detectar que las poblaciones de algunas muestras de VIH-1 incluian sustituciones
de nucleótido relacionadas con resistencia a drogas no empleadas en el tratamiento
de los pacientes En esta sección se describe la identificación de mutaciones en el
gen que codifica la RT implicadas en la resistencia a nevirapina, a ddC y a D4T en
muestras de pacientes tratados únicamente con AZT.
3.3.1 Estudio de la secuencia provirica global
3.3 1.1 Identificación de mutaciones de resistencia a nevirapina, ddC y a
D41 en (a secuencia consenso de muestras procedentes de pacientes tratados con
ALT.
El aislado 302 que presentaba fenotipo parcialmente resistente a AZT
(sección 3. 1), adquirió progresivamente la mutación (TAT—>TGT) (Y—>C> en el
codón que codifica el aminoácido 181 de la RT tras pases seriados en ausencia de
droga a m.d.i: 0.1 D15j’célula. Tras 10 pases en cultivo (virus 302/Pl 1/-!) se
detectó una mezcla de tipo salvaje (TAT) y mutado (TGT) en el codón que
codifica dicho aminoácido, El genotipo mutado (TGT) se impuso completamente
en los 5 pases siguientes (virus 302/P16/-l) y se mantuvo durante los pases
subsiguientes (virus 302/P21/-l) (Fig. 3.8.A, D).
En el provirus de la muestra 304 se detectó una mezcla en e] codón que
codifica el aminoácido 69 de tipo salvaje y mutado (ACT—ACT/GAT
correspondiente a la sustitución T—T/D del aminoácido 69) (Fig. 3.8A, (2). Esta
sustitución está implicada en una reducción de susceptibilidad frente a ddC de 5
veces (Fitzgibbon y cols, 1992). En la población 304P el aminoácido 69 estaba
sustituido a 1) (descrito en la sección 3.1.3). En la muestra del paciente 022 se
observó la mutación simple ACT--->AAT en el codón 69 en mayor proporción que
la doble ACT—*GAT (Fig. 3.8.B).
En los virus aislados de la muestra 304 procedentes de CMSP y de plasína
tras su replicación en células MT-2 (virus 304 y 304P), el aminoácido 75
(implicado en la resistencia a D4T (Lacey y Larder, 1994to)) estaba sustituido V—->
M (GTA->ATG) (Fig3.8.A).
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3.3.2 Susceptibilidad biológica a drogas
Se realizaron ensayos biológicos para determinar la implicación de las
mutaciones detectadas en el gen ~¡ de los aislados 302, 304 y 022 en la
susceptibilidad de los virus a ddC, D4T y a nevirapina.
3.3.2.1 Susceptibilidad biológica a nevirapina
La presencia de la mezcla de Y y (2 en el aminoácido 181 (virus 302/Pl 1/-
3) confirió resistencia parcial a nevirapina, con un valor de (215(3 de 2.7 jiM. La
sustitución de dicho residuo después de 5 pases consecutivos (virus 302/P16/-l)
confirió un fenotipo resistente a nevírapina con un valor de (2150> lO ~M, lo que
supuso un incremento de más de lOO veces respecto al virus tipo salvaje (LAI>
(Ng. 3.l0.D).
3.3.2.2 Susceptibilidad biológica a ddC
En ninguno de los virus procedentes de los pacientes 304 y 022 se detectó
una disminución de susceptibilidad iii i-ñro a ddC, a pesar de las mutaciones
observadas en el codón 69 (Fig. 3.10.A, B).
3.3 2.3 Susceptibilidad biológica a D4T
Se analizaron los virus 304/Pl 11-3, 304/P21/-3 y 304/P16/-l que
mostraban heterogeneidad genotipica en el codón 75 (Fig 3.6.A, B, (2). Los virus
304/Pl 1/-3 y 304/P21/-3, en los que se detectó una mezcla de tipo salvaje y
mutado en el codón que codifica el aminoácido 75 (V y M), presentaron valores de
(21~<~ de 0.8 y 0.9 ktM, que supuso una reducción de susceptibilidad de
aproximadamente lO veces respecto al virus salvaje (LAI). La selección de la
sustitución V--->M en el aminoácido 75 redujo la susceptibilidad a D4T hasta en 30
veces (virus 304/P16/-l) respecto al virus tipo salvaje (Fig. 3.10(2).
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3.4 ESTUDIO DE LAS CUASIESPECLES NATURALES DEL VII-kl
La composición de una población del VIH- ¡ puede variar al adaptar el virus
a cultivo (Meyerhans y cols, 1989~ Delassus y cols, 1991; Kusumi y cols, 1992).
Por esta razón se estudió la cuasiespecie original presente en células de sangre
periférica de pacientes no tratados o tratados con ALT y/o ddl o con dd(2 para
determinar si incluían mutaciones en sus genomas implicadas en resistencia a
drogas no empleadas en el tratamiento de los pacientes. Para abordar esta cuestión
se llevaron a cabo dos tipos de estudio:
4> estudio de la secuencia consenso de 60 muestras, 25 procedentes de pacientes no
sujetos a terapia antirretroviral y 35 procedentes de pacientes en tratamiento con
distintos inhibidores de la RT (Tablas 2.2 y 23> y
¿4) estudio de secuencias individuales del espectro de mutantes de la cuasiespecie
de 4 de las muestras de las que previamente se babia analizado la secuencia
consenso. En ambos estudios se analizaron las regiones del gen poi que codifican
los aminoácidos 41 al 108 y 181 al 219 de la RT.
En esta sección se detallan las conclusiones de la secuenciación de un total
de 45348 nucleótidos.
3.4.1 Identificación de mutantes relacionados con resistencia a AZT,
ddC, 3TC/FTC, ddi y a inhibidores no análogos de nucicósido en muestras de
pacientes no tratados con inhibidores de la RT
Se estudiaron 25 muestras de pacientes no sujetos a terapia antivírica. En 9
de las muestras analizadas se identificaron cambios de aminoácido en posiciones
relacionadas con resistencia a ALT, dd(2, 3TC/FT(2, dd] y a inhibidores de la RT
no análogos de nucícósido (Figs, 3.11 .A y 3. 12.A).
El aminoácido 69, relacionado con un cambio en la susceptibilidad a dd(2
(Fitzgibbon y cols, 1992), estaba sustituido en las muestras 35 (T—>S), GR34 (T—>
R) y VHF 13/-2 (‘oUA)
La sustitución más frecuente ffie la del aminoácido 70 (K-->R), que se
detectó en las muestras 34, 35, GR34, THFI3/-2, V75-5, 106, P9 y 58. Este
cambio de aminoácido es uno de los implicados en la resistencia a AZT (Larder y
cois, íggqbj
La muestra 49 presentó una mezcla de tipo salvaje y mutante en el codón
que codifica el aminoácido 184 (M/l). La sustitución M—>l se ha relacionado con
la adquisición de fenotipo altamente resistente a 3T(2/FT(2 (Tisdale y cols, 1993;
Bouclier y coN, l993~>).
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La muestra P9 mostró una mezcla en el codón que codifica el aminoácido
lOO (L—>L/F). El cambio L—#I en esta posición se ha relacionado con un cambio en
la susceptibilidad de la RT frente a inhibidores no análogos de nucleósido
(Richman, 1993).
3.4.2 Identificación de mutantes relacionados con resistencia a AZT,
ddC, 3TC, ddl, D4T, ddG y a inhibidores no análogos de nucicósido en
muestras de pacientes tratados con AZT, ddC o con ddl
Se estudiaron 35 muestras de pacientes tratados con distintos inhibidores
de la RT (Tabla 2.2). Los pacientes de este estudio frieron tratados con AZT (20
primeras muestras de las figuras 3.118 y 3.12.8), tratados con ddl (muestra 21),
con ddC (muestra 22), con ddl tras haber estado en tratamiento con AlT durante
un mínimo de 8 semanas (muestras 23 a 27) y con AZT en combinación con factor
humoral del timo (‘thymic humoral factor’, THF) (dos últimas muestras).
En lO muestras se identificaron mutaciones que dieron lugar a cambios de
aminoácidos relacionados con resistencia a AZT, ddC, 3TC/FTC, ddG y a
inhibidores de la RT no análogos de nucleósido.
Se detectaron mutaciones en el codón que codifica el aminoácido 69
(implicado en resistencia a ddC) en 6 muestras que dieron lugar a distintos cambios
del aminoácido: muestras 304/PO, D12/+58 y D29/-2 (mutación ACT--÷GCTy
cambio del aminoácido T—*A), muestra THFI7/+4 (mutación ACT-->GAT y
cambio del aminoácido T—>D), muestra V75-9 (mutación ACT—>AAT y cambio
del aminoácido T-->N) y muestra V75-6 (mutación ACT—>TAT y cambio del
aminoácido T--*Y).
La muestra D25/±24presentó una mezcla en el codón que codifica el
aminoácido 184 <áTG•~->ATG/ATA, que conlíeva el cambio M —>1) y la mutacion
GAA—>AAA en el aminoácido 89 que cambió de E—*K. El cambio de este
aminoácido a G se ha relacionado con resistencia a ddG (Prasad y cols, 1991).
La muestra THFI7/+4 presentó sustituido el aminoácido 75 (V—>M),
relacionado con resistencia a D4T (Lacey y Larder, 1994a; Nájera y cols, 1 994a)•
Las muestras P20 y TI-1Fl3/+24 presentaron el cambio A—>S en el
aminoácido 98. Este aminoácido está relacionado con resistencia a inhibidores de
la RT no análogos de nucleósido (Richman, l993; Nunberg y cols, 199k Byrnes y
cols, l993).
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La muestra V75-6, procedente de un paciente en tratamiento con ddC,
presentó una mezcla en e) codón que codifica el aminoácido 215 y que dió lugar a
los cambios T ->S/F.
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3.4.3 Análisis del espectro de mutantes en cuasiespecies originales en
muestras de pacientes no tratados con inhibidores de la RT
Para cuantificar las frecuencias de mutante dentro de una cuasiespecie, se
estudió la secuencia de nucleótidos del espectro de mutantes en cuasiespecies
originales de 3 muestras de pacientes no tratados con inhibidores de la RT
(muestras VYS-5, 137 y 49). Se secuenciaron 20-21 clones de cada una de ellas en
las regiones del genpo/ que codifican los aminoácidos 41 al 108 y 181 al 219 de la
RT.
En cada muestra se detectaron mutaciones en la secuencia consenso
caracteristicas de cada paciente.
3.4.3.1 Nluestra V75-5
El estudio de la secuencia de 20 clones mostró la presencia de tres tipos de
mutantes respecto a la secuencia consenso (Fig. 3.14):
o dos subpoblaciones presentaron una deleción de 5 aminoácidos en la región RT
3’ (aminoácidos 189, lOO, 191, 192 y 193).
4) uno de los clones presentó sustituido el aminoácido 184 (M—.>T) implicado en
la resistencia a 3TC y FTC (Tisdale y cols, 1993; Boucher y cois, 19930) y en una
ligera disminucion de la susceptibilidad frente a ddI y ddC (Gao y cols, 1994).
iii,) en uno de los clones el aminoácido 185, uno de los tres D que integran el sitio
catalitico de la RT, estaba sustituido a 6.
Cada una de las subpoblaciones presentó mutaciones que permitió
diferenciarlas entre si.
3.4.3.2 Muestra 137
El estudio de la secuencia de 21 clones mostró una cuasiespecie más
estrecha. Se detectó un clon que presentaba el cambio K—÷Rdel aminoácido 70
(Fig. 3.14). Este cambio está implicado en el desarrollo de resistencia a ALT.
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3.4.3 3 Muestra 49
La secuencia consenso de este virus presentó una mezcla de M e 1 en el
aminoácido ¡84 de la RT. Este cambio está implicado en la resistencia a 3TC
(Boucher y cok, 1993”). El estudio de 20 clones mostró la presencia de M en el
aminoácido 184 en II clones y de 1 en 9 de ellos, confirmando la mezcla detectada
en la secuencia consenso. Se detectó la mutación silenciosa GTG—yGTA en el
codón que codifica el aminoácido 106 en 1 de los clones analizados (Fig. 3.14).
3.4.4 Análisis del espectro de mutantes en la cuasiespecie original de la
muestra de un paciente tratado con AZT
3.4.4.1 Muestra D17/±20
Se analizaron 2? clones cada uno de los cuales presentó mutaciones que
permitió diferenciarlos entre sí y respecto a la secuencia consenso. Se detectaron
mutaciones en los siguientes codones relacionados con resistencia a drogas: 67
(coincidiendo con la mezcla de tipo salvaje y mutado observado en la secuencia
consenso del virus), 74 y 103. En los dos últimos casos los cambios detectados no
conllevaron la sustitución de los aminoácidos. Cabe destacar, la presencia de un
codón de terminación en uno de los clones analizados (Fig. 3.14).
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3.4.5 Cuantificación de frecuencias de mutante
34.5,1 Muestras replicadas en células MT-2
El estudio de la secuencia consenso de 23 muestras (sección 3.1) supuso el
análisis de 7.158 nucleótidos.
La secuenciación de 5 a 14 clones de los virus procedentes de los pases
seriados del virus 304 supuso el análisis de 13212 nucleótidos.
En esta sección se detalla la frecuencia de mutantes observada en las
secuencias consenso de las muestras (Tabla 33) así como en las secuencias
individuales de los virus donados molecularmente (Tabla 34), lo que supuso el
análisis de un total de 20.370 nucleátidos.
3.4.5.1.2 Cuasiespecies replicadas en células MT-2
El análisis de 7.158 nucleótidos de 21 muestras procedentes de pacientes
tratados con AZT permitió obtener las siguientes frecuencias de mutante,
expresadas como la proporción de nucleótidos mutados respecto a la secuencia
consenso del conjunto de las muestras analizadas (Fig. 3.2).
En la Tabla 3.3 se detallan Jos valores de frecuencia de mutantes en las
regiones RT 5(que incluye los aminoácidos 60 al 99) y RT 3( que incluye los
aminoácidos 181 al 219). Se observa que las frecuencias de mutante son similares
para la secuencia consenso en ambas regiones de la RT analizadas. Estos valores
también son del mismo orden de magnitud para aquellos codones de la región RT
5u relacionados con resistencia a drogas. En el fragmento RT 3se detectó una
variación nula respecto a la secuencia consenso en dichas posiciones, lo que podría
entenderse corno una menor aceptación de cambios en dichos codones. Sin
embargo, para estos cálculos no se ha tenido en cuenta la presumible preexistencia
de genomas con el aminoácido 181 sustituido (Y—+C) en una relativa elevada
proporción en el aislado 302, en el que se seleccionó dicha subpoblación de
manera mayoritaria tras pases en cultivo en ausencia de droga.
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Tabla 13. Frecuencias ¡le mutante en el fen 1)01 de muestras de Vil-
]
replicadas en células MT-2
Freceencias de rnutanle8
60 al 99 dc la RT aa 181 al 219 de la RT
Codones implicados en Codones implicados cii
Consenso resisí, a drogas Consenso resis¡. a drogas
1.7 1W2 3.2- io0 2.3- ío-~ o
‘1.-a frecuencia de inutaciójí se define como la proporciolí de posiciones imitadas respecto a la seduencia
consenso de iiuc.ieotidos de cada grupo de muestras; se líail calculado dixidicodo el i~innero de mutaciojies
(respecto a la coíiseiíso) por el ííúinero total de oncleotidos secuenciados en cada Rilo de los grupos
(l-igura2lk
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3.4.5.1.2 Poblaciones individuales
Se analizaron 13.212 nucleótidos procedentes de clones moleculares de los
virus 304/Pl. 304/Pl [¡-3 y 304/P16/-l (sección 32). En la Tabla }4 se indican las
frecuencias de mulantes obtenidas en cada cuasiespecie tras pases seriados en
cultivo en ausencia de droga y a dos mdi.
Tabla 3.4. Frecuencias de mutante en el gen pol de poblaciones individuales de VIII-I
adaptadas a cultivo
Frecuencias de mutante8
aa 60 al 181 de la RT
Codones implicados en
an 181 al 219 dc Ja RT
Codones implicados en
Consenso
86-1W3
42- UY3
7.0- í03
resist. a drogas
7.7
1.0- ío—2
1.6- 1(1-2
Consenso
22-
1 (1 ío-2
resisí. a drogas
1.4-1W2
4(1
O
la frecuencia de mutacion se define como la proporción de posiciones mutadas respect.o a la secuencía
consenso de nuelcótidos de cada grupo de muestras; se han calculado dividiendo el numero de mutaciones
(respecto a la consenso) pu el numero total de nucleotidos secuenciados en cada uno de los grupos (Figura
3 6} El origen dc las muestras se indica en la labia 2. de materiales y métudos, las secuencias de
niLcícotido sobre las que se han basado los cálculos de frecuencias de miitante sc muestran en la 1-igura 3.6
En este caso se puede observar como la frecuencia de mutantes es del
mismo orden de magnitud en todas las posiciones del genoma (implicadas y no
implicadas en resistencia a drogas). Destaca también el que este valor es del orden
Muestrasc
304/Pl
304/Pl6i-l
304/Pl 1/-3
de medio logaritmo menor en el caso de la secuencia consenso de los virus pasados
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en cultivo (304/P16/-l y 304/PI1/-3) y fUndamentalmente en la región RT 5’
respecto al virus original (304/Pl) Sin embargo, estos datos se han obtenido tras
el análisis de una muestra relativamente pequeña.
3.4.5.2 Muestras no adaptadas a cultivo
El estudio de la secuencia consenso de 60 muestras (secciones 34.3 y
344) supuso el análisis de 18.672 nucleótidos y la secuenciación de 20 o 21
poblaciones individuales de cada una de 4 muestras donadas molecularmente y
previamente secuenciadas por secuenciación cíclica, supuso el análisis de un total
de 26.676 nucícótidos.
En esta sección se detalla la frecuencia de mutantes observada en las
secuencias consenso de las muestras (Tabla 35) así como en las secuencias
individuales de las muestras donadas molecularmente (Tabla 36), lo que supuso el
análisis de un total de 45.348 nucícótidos.
3.4.5.2. ¡ Cuasiespecies originales
Se observó una frecuencia de mutantes del orden de 10-2 (Tabla 3 5), tanto
en las muestras procedentes de pacientes en tratamiento antirretrovírico como
entre las muestras procedentes de pacientes no sujetos a tratamiento. Se detectó un
mayor porcentaje de mutaciones silenciosas entre los pacientes no tratados, lo que
podría indicar una cierta presión de los inhibidores de la RT. Sin embargo los
valores de frecuencia de mutantes fueron similares para aquellos codones
implicados en resistencia a drogas como para aquellos que no están implicados en
este fenómeno.
3 5.2 Poblaciones individuales
La frecuencia de mutantes entre las cuasiespecies individuales varió entre
valores de 3 &ío~ ~ 1.110$ mutaciones por nucleótido (Tabla 3.6), medio
logaritmo menor que en el caso de las muestras procedentes de distintos pacientes,
corroborando los datos previamente publicados sobre la mayor heterogeneidad
entre muestras de distintos pacientes que en muestras del mismo paciente (ver
Introducción) Como sóio se detectaron 26 mutaciones en codones que codifican
aminoácidos implicados en resistencia a drogas (y 18 de ellos pertenecían a la
muestra V75-5> no se han calculado las frecuencias de mutantes en este último
los
grupo de codones. Sin embargo, las frecuencias de mutante en dichos codones en
la muestra V75-5 flíeron similares a las de la secuencia consenso previamente
calculadas (Tabla 3.5»
Tabla 3.5. Frecuencias de mutante en cl lien 1)01 de secuencias consenso de muestras no
adaíiladas a cultivo
Frecuencias de mutantca
aa 41 al 108 de la RT aa 181 al 219 deJa RT
Codones implicados en Codoiies implicados en
tnuescirasb Consenso resist. a drogas Consenso resist. a drogas
No trajados 16-1(8 20-1W2 2110-2 1. í.ío-2
Tratados 2.0- í02 29~lo-2 34- ío-2 os~ ¡o-2
<a becuencia de mutación se define como la proporción de posiciones mutadas respecto a la secuencia
consenso de nucícótidos de cada grupo de muestras; se han calculado dixidiendo el número de imitaciones
(respeclo a la consenso) por el número total de nucícótidos secuenciados en cada uno de los grupos (Figuras
3.11 y 314 5í-Á origen de las muestras se indica en las fablas 2.2 y 2.3 de Materiales y Métodos.
Grupo dc
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Tabla 3.6. Frecuencias de mutante en el ~ennol de poblaciones individuales de VIH-1 no
adaptadas a cultivo
Frecuencias de mutantea
aa 4] al 108 dc la Pl aa 181 al 219 dc la Pl
Codones implicados en Codones implicados en
Consenso
44-itt3
7.8-1W3
U i(t2
63-1W3
resisÉ a drogas
10-1W3
íí-í0~3
Consenso
36-1W3
871W3
lS- 1W2
33-JO”
resist. a drogas
<3.2-1W3
<3.2-10--’
33-1<)”
361W3
“1 <a frecuencia dc mutación se define como la proporcion de posiciones mutadas respecto a la secuencla
consenso de n,,c]eótidos de cada grupo de innesiras; se han calculado dividiendo el atunero de mutaciones
(respecto a la consenso) por el número total de nucleátidos secuenciados en cada uno de los grupos (Figuras
3.) 1 y 3. 12» las ,nntaciooes en el residuo 552 de la cuasiespecie 49 y en los residuos 199. 2<)) - 629 y 632
(le la cuasíespecie 1)171-4 2<) que presentan una heterogeneidad enorme (el consenso se ha definido por
menos (leí 60¼de las secuencias) no se han incluido en los cálculo& tí origen de las muestras se indica en
las fablas 2.2 ~ 2.3 de Materiales y Métodos.
Muestrast’
137
49
V75-5
017/+20
4. DISCUSION
‘os
4.1 Relevancia de la presión selectiva ejercida por la droga en la
aparición de variantes resistentes a inhibidores de la retrotranseriptasa
La aparición de variantes del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1
con susceptibilidad reducida a inhibidores de la retrotranscriptasa se ha descrito
tras ensayos ¡u rl/ro llevados a cabo en presencia del inhibidor correspondiente o
tras el estudio cx ilw. de muestras procedentes de pacientes en tratamiento (ver
Introducción, sección 1.4).
En la primera parte del estudio analizó el papel que sobre la aparición de
variantes resistentes ejerce la presión selectiva de la droga. Para ello se estudiaron
muestras de pacientes, la mayoria en estadio avanzado de la enfermedad, en
tratamiento con distintos agentes antirretroviricos (flindamentalmente con AZT o
con ddJy
Los pacientes incluidos en el protocolo AZT (terapia con AZT) habían
recibido tratamiento durante más de 1 año en la mayoría de los casos en el
momento de la toma de las muestras (Tablas 2.1 y 2.2 de Materiales y Métodos).
En el 82% de los virus analizados (Tablas 3.1 y 3<2 de Resultados) se detectaron
sustituciones de los aminoácidos 41, 60, 67, 70, 215 y/o 219 de la RT, todos ellos
relacionados con la adquisición del fenotipo de resistencia a AZT (Larder y cols,
jgg91~~ Rubsamen-Waigmann y cols, 199!; Kellam y cols, 1992) Estos datos
coinciden con descripciones previas en las que se ha estimado que tras un año de
tratamiento con AZT el 890o de los pacientes en estadio tardío de la enfermedad
presentan virus resistentes a dicha droga (~Richman y cols, 1990’).
De las sustituciones de aminoácido detectadas y relacionadas con la
resistencia a AZT, la más frecuente fue la del aminoácido 215 T—*Y, que conlíeva
la doble mutación ACC—>TAC (Tablas 3.1 y 3.2 de Resultados) y que se ha
relacionado con una reducción de la susceptibilidad de la enzima frente a AZT en
16 veces respecto a la de tipo salvaje (Larder y cols,
1989b) Se ha sugerido que
este cambio de aminoácido podría tener lugar a través del intermedio T—~S (ACC
-->TCC), cambio que no altera la sensibilidad frente a AZT (Larder y cols, 1990»
para posteriormente darse la sustitución S----#Y/F (TCC—=l’AC/TTC)(Larder y
Kemp. 1989).
En este trabajo se describe la detección del aminoácido 2155 (aminoácido
215 serma) en las muestras de dos pacientes en tratamiento con AZT (muestras
TI-1F13/+24 y D35/-2). En el caso del paciente D35 se observó la transición de este
aminoácido de 5 a Y (muestra D35/±4)una vez que el paciente no estaba en
tratamiento con AZT por ser intolerante a dicha droga y habia recibido tratamiento
con ddl durante 4 semanas (Tabla 3.2). Este dato sugiere que la Y estaría más
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aceptada en dicha posición que la S en ausencia de la presión selectiva de ALT ya
que hasta la reciente descripción de la posible resistencia cruzada entre AZT y los
inhibidores de la RT didesoxinucleótidos (ddl y dM2) (Mayers y cols, 1994), sólo
se había descrito la resistencia cruzada de AZT con derivados de azida (Larder y
cols, 1989”; St Clair y cols, 1991). Esto, así como la descripción de la estabilidad
de S215. (la enzima Rl con el aminoácido 215S muestra una actividad del 10000
respecto a la que presenta la enzima salvaje (Lacey y Larder, í994b)) podrían
apuntar hacia una posible resistencia cruzada entre ALT y ddl o bien la aparición
de dicha mutación podría haber aparecido como consecuencia de la variabilidad al
azar del V[lI-L
La combinación de sustituciones de aminoácido relacionadas con
resistencia a AZT más frecuentemente detectada fue la de los aminoácidos 41 (M
-‘.->L) y 215 (T--*Y) de la Rl (que se observó en el 34% de los casos resistentes a
AZT). Esta combinación conlíeva una reducción de la susceptibilidad frente a AZT
de 60 veces respecto a la enzima tipo salvaje (Kellam y cols, 1992; 1994) y es el
marcador de la adquisición del fenotipo de alta resistencia a AZT (Larder, [994).
El hecho de no haber observado la coincidencia cronológica de cambios
genotipicos en los codones que codifican los aminoácidos 41 y 70 en ausencia de
otras mutaciones de resistencia a ALT podría indicar la incompatibilidad entre 4W
y 70W sólo compensada por la presencia de mutaciones acompañantes en los
codones que codifican los aminoácidos 67, 215 y/o 219. Si se ha observado, sin
embargo, el aminoácido 70R acompañado por 215S, que apoyaría la idea de que la
5215 es el paso intermedio en la sustitución del aminoácido 215 Te-—~Y/F si se tiene
en cuenta el orden de aparición descrito para las mutaciones de resistencia a AZT:
el aminoácido 70 es el primero en cambiar de K a R, que se sustituye
posteriormente de nuevo a K (tipo salvaje) coincidiendo con la sustitución de los
aminoácidos 215 (T.ee>Y/F) primero y 41 (M-—>L) después. Después aparecen las
mutaciones en los codones que codifican los aminoácidos 67 (D—e-*N), 219 (K—4Q)
y de nuevo 70 (K—>R) (Boucher y cols, 1 992~>; Kellam y cols, 1994). En las Tablas
3.1 y 3.2 en Resultados se puede observar un orden de aparición de las
sustituciones de aminoácido relacionadas con resistencia a AlT similar al descrito.
No se dió, sin embargo, ninguna correlación entre el período de tratamiento
y la detección de mutaciones de resistencia, si bien la mayoria de los pacientes
presentaban síntomas de SIDA (Tablas 21, 2.2 y 2.3 de Materiales y Métodos) lo
que favorece la detección de virus resistentes (Richman, 19911». Estas mutaciones
se manifestaron en algún caso tras 4 semanas de tratamiento (muestra THFI 71±4)
mientras que en otros se detectó genotipo salvaje incluso después de 124 (muestra
1)3 1/424)
“o
Resultaría interesante estudiar el mecanismo que dispara la aparición de las
mutaciones de resistencia a ALT, posiblemente relacionado con el número de
ciclos replicativos ocurridos en el individuo infectado (Richman DD, 1993) y con
la tasa de variabilidad del virus. Un ejemplo que apoyaría la idea de la importancia
del número de ciclos replicativos en la variabilidad genética del VIH-l es la
muestra THFI7/±4que presenta sustituidos los aminoácidos 41, 60, 67, 70 y 215
de la RT tras un periodo de tratamiento con ALT en combinación con factor
humoral del timo (“Thymus humoral factor’, TRE) de tan sólo 4 semanas. El THF
es una hormona del timo que incrementa la diferenciación y maduración de los
linfocitos T Regula la diferenciación de los precursores de las células T,
permitiendo un equilibrio entre la proporción de células T citotóxicas y ayudadoras
(‘helper’) (Trainin, 1990). Sin embargo, el VIII replica fUndamentalmente en
células T activadas (Gallo y cols, 1984; Levy y cols, 1984), lo que hace suponer
que el THI podria fomentar la replicación virica incrementando, por tanto, el
número de ciclos de replicación. Este hecho podria explicar la presencia de tal
elevado número de mutaciones detectadas en la muestra. Otro ejemplo seria la
muestra 304 que procede de un niño infectado por transfusión de sangre infectada
con VIH-l en 1984 y en estadio avanzado de la enfermedad en el momento de la
toma de la muestra 7 años después La mayor heterogeneidad genética del VIH-1 a
medida que avanza la enfermedad está descrita en la literatura (N4cNearney y cols,
1992) y está probablemente relacionada con el número de ciclos replicativos
ocurridos desde el momento de la infección.
En general la comparación de los datos de tipo molecular obtenidos de la
secuenciación directa de productos de PCR con los datos de tipo biológico mostró
una correlación entre la sustitución de determinados aminoácidos de la RT y la
adquisición de fenotipo de resistencia a AZT, con valores de la concentración
inhibitoria 50 (C15<» crecientes al aumentar el número de sustituciones de los
aminoácidos relacionados con dicho fenotipo. Sin embargo, los virus 304 y 304P,
que presentaban 5 de las 6 mutaciones relacionadas con resistencia a ALT (Tabla
3. 1) no presentan el fenotipo altamente resistente esperado (Larder y cols, 198%;
199lb). Esto podría estar relacionado con la presencia de cambios nucleotidicos
en otros codones que pudieran contrarrestar su efecto, como se ha descrito en el
caso de mutaciones implicadas en resistencia a diversas drogas (Larder, 1992;
Boucher y cols, 1993”; Emini y cols, 1993; Larder y cols, 1993; Richman y cols,
1994). En el caso del virus 302, que presentaba sustituidos los aminoácidos 41 y
215, que conlíeva un aumento de la C15« de 60 veces respecto al virus salvaje
(Kellam y cols, 1992) por lo que era de esperar que presentara fenotipo altamente
resistente a AZT, el fenotipo de resistencia parcial a AZT vendría determinado por
lije
la presencia de la sustitución Y—>C del aminoácido 181 en la población inicial del
virus en una proporción relativamente elevada, aunque por debajo del limite de
sensibilidad del método de secuencíaclon empleado (Larder, 1992; Richman y cols,
1994). Esto explicaría por otro lado, la selección de dicha sustitución Y181—>C
tras pases iii li/ro a elevada multiplicidad de infección (mdi) en ausencia de
presión selectiva de la droga (ver Resultados, sección 33). Por el contrario, en la
muestra 2080, que muestra un valor de la concentración inhibitoria 50 (Cf50) de
0.5 gtM, sí se observó el efecto sinérgico descrito en la literatura para la
combinación de las sustituciones de los aminoácidos 41 y 215 (Kellam y cols,
1992).
Los resultados obtenidos muestran una clara relación entre la
administración de la droga y la detección de variantes resistentes, tanto en
muestras cultivadas como en las muestras de pacientes estudiadas antes de su
adaptación a cultivos celulares. Esto indica que la droga ejerce una selección
positiva y favorece la selección de variantes con mutaciones respecto al virus de
tipo salvaje que confieren resistencia a AlT, como se muestra claramente en el
análisis de clones del virus 304 antes y después de los pases seriados.
El estudio molecular de virus procedentes de pacientes tratados con ddl no
permitió detectar variantes del VIH-1 resistentes a la droga incluso en pacientes en
tratamiento durante 56 semanas; no se detectaron mutaciones en los codones que
codifican los aminoácidos 65, 74, 135 y/o 184 (Gu y cols, 1994; Zhang y cols,
1994; Cuy cols, 1992; St Clair y cols, 1991) (ver sección 1.4 de Introducción) ni
mutaciones en otros residuos que pudieran relacionarse con el fenotipo de
resistencia a ddE Esto podría explicarse porque: 4> la droga no estuviera ejerciendo
suficiente presión sobre el virus para requerir la selección de variantes con
mutaciones de resistencia o 1%) la presencia de las mutaciones de resistencia a ddl
(en los codones que codifican los aminoácidos 65, 74, 135 y 184) en las
cuasiespecies naturales del VIH-1 estuviera en una proporción menor que en la que
se encuentran los variantes relacionados con resistencia a otros antirretrovíricos.
Estudios realizados por mutagénesis dirigida han mostrado que la sustitución del
aminoácido 74L de la RT repercute en una disminución de la actividad enzimática
(Lacey y Larder. lOg4b) Este hecho explicaría la detección únicamente de
genotipo salvaje en dicha posición. Sin embargo, las sustituciones I—>L del
aminoácido 135 y M---*l del aminoácido 184 se han detectado en este estudio en
muestras procedentes de pacientes sin tratar con ddE La presencia de 1841 en la
cuasiespecie natural de un paciente no tratado sugiere la pre-existencia de dicha
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sustitución de una manera no minoritaria en el enjambre de genomas que integran
una cuasiespecie (Fig. 3.12 en Resultados). El cambio 1135L se detectó tras pases
seriados a baja multiplicidad de infección (sección 3.2 en Resultados) por lo que
dicho cambio podría estar representado de manera minoritaria en la cuasíespecie
vírica original (Sánchez-Palomino y cols, 1993) y, por tanto, por debajo de la
sensibilidad de nuesro método de secuenciación directa de productos de PCR.
El estudio molecular de una muestra procedente de un paciente tratado con
ddC durante 20 semanas presentó el aminoácido 69 sustituido de T-—>Y Se
requeririan estudios de susceptibilidad a droga de tipo biológico para determinar si
esta sustitución presenta el mismo efecto sobre la susceptibilidad de la RT a dM2
que el cambio T—>D (Fitzgibbon y cols, 1992).
El estudio de la estabilidad de las mutaciones de resistencia a ALT In vitro
y en ausencia de la droga, tras pases en cultivo de aislados resistentes a ALT en
ausencia de inhibidor, permitió detectar genomas de tipo salvaje en los codones
que codifican los aminoácidos 60, 67 y 70 una vez eliminada la droga.
Los experimentos de donado molecular permitieron identificar que el
mecanismo que subyace a la aparición de genomas de tipo salvaje tras la
eliminación de la droga responde a un proceso de selección de poblaciones de tipo
salvaje pre-existentes en forma minoritaria en la población original
(predominantemente mutada) más que a un proceso de reversión verdadera.
Los resultados obtenidos indican una clara relación entre la administración
de ALT y la aparición de variantes resistentes a dicho inhibidor. Las mutaciones
relacionadas con el fenotipo de resistencia no presentan desventajas replicativas /,,
ii/ro, fundamentalmente aquellas en los codones que codifican los aminoácidos 4!
y 215 (Fig 3.2 en Resultados), que son las más frecuentemente detectadas entre los
pacientes en tratamiento prolongado y confieren un nivel elevado de resistencia a
ALT (Kellani y cols, 1992; 1994).
El análisis de virus procedentes de pacientes en tratamiento con ALT
permitió detectar una proporción de virus resistentes a AlT similar entre las
muestras adaptadas y las no adaptadas a cultivo celular (ver sección 3<1 de
Resultados). De los datos obtenidos se desprende que los genomas que presentan
sustituciones de los aminoácidos implicados en resistencia a ALT (M4 1 L, V601,
D67N, K7OR, T2 1 SY/F y/o K2 19Q) no presentan desventaja replicativa in vi/ro, si
bien hay que tener en cuenta que no se llevó a cabo un estudio sistemático
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comparado de muestras antes y después de su adaptación a cultivo, Cabe destacar,
sin embargo, la detección del aminoácido 215 serma (215S) únicamente en aquellas
muestras analizadas directamente de las células del paciente, lo que podría
responder a la selección negativa durante el cultivo celular de aquellos genomas
que presentan el aminoácido de la RT 215S.
Los consiguientes pases seriados en células MT-2 a los que se sometió al
virus 304 previamente replicado en MT-2, mostraron como el cultivo celular
selecciona genomas pre-existentes en el virus original reduciendo la heterogeneidad
de las cuasiespecies tras los pases (Figs. 3. 5 y 3.6 en Resultados). A md.i baja se
observó la selección de aquellos variantes presentes de manera minoritaria de la
poblacion inicial (Meyerhans y cols. l989; Wolfs y cols, l990; Sánchez-Palomino y
cols, 1993) (genomas en los que los aminoácidos 60, 67 y JOde la RT presentaban
genotipo salvaje y el aminoacido 135 sustituido a L, cambio relacionado con
resistencia a ddl (Cao y cols, 1992; St Clair, l993)).
4.2 Aislados del VIH-t resistentes naturales a inhibidores
de la RT
La apatición de variantes del VIH-l resistentes a drogas se ha descrito,
tanto iii ii/ro como ex í-’n’o, en presencia de la presión selectiva de la droga
(sección 1.4). Sólo recientemente Mohri y cois (1993) describieron la detección de
virus parcialmente resistente a AlT en un paciente no tratado con la droga tras el
aislamiento del virus por cocultivo de CMSP. Se sugirieron tres posibles
explicaciones: 4> la toma no declarada de AZ-T por parte del paciente, ¿4) la posible
transmisión de virus resistente a ALT (Erice y cols, 1993) y ¿¡4> la aparición de
novo de la mutación AAA--->AGA en el codón que codifica el aminoácido 70 de la
RT debido a la variabilidad que presenta el VIH.
De los 23 aislados del VIH-l analizados procedentes de pacientes tratados
únicamente con AZT se identificaron dos resistentes a inhibidores de la RT con los
que los pacientes no habían sido tratados. En ambos casos los genomas que
presentaban los cambios de nucleótido observados se seleccionaron en ausencta de
cualquier inhibidor de la RT; en el caso de la muestra 304 las mutaciones de
resistencia a ddC y a D4T se encontraron en la secuencia consenso del virus
aislado a partir de las CMSP del paciente (únicamente tratado con AZT) y en el
caso 302 la mutación de resistencia a nevirapina se seleccionó tras pases seriados
del aislado a m.d.i alta en ausencia de droga. Estas muestras proceden de sendos
pacientes pediátricos infectados en 1982 <muestra 302) y l984 (muestra 304),
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respectivamente, por transfusión de sangre infectada con VIH- 1 - En dichas féchas,
los inhibidores nevirapina, ddC y D4T no estaban en uso. En el momento de
aislamiento de las muestras (enero de 1991) ninguna de las drogas mencionadas
(nevirapina, ddC y D4T) se había empleado en España ni en protocolos clinicos de
investigación, ni en laboratorios de investigación ni para uso médico general
(Nájera y González La HOZe 1994). Por otro lado, el tipo de paciente de que se
trata hace muy improbable una reinfección por contacto con pacientes extranjeros
incluidos en protocolos clinicos de investigación en tratamiento con dichas drogas.
l.4a muestra 022 procede de un paciente americano incluido en el protocolo 016 de
ACTG (Fisehí y cols, 1986), en tratamiento con ALT y no fue tratado con ddC.
Estos datos sugieren la posibilidad de la aparición de mutaciones en la RT
del VIH- 1 como consecuencia de la variabilidad al azar de este virus, como ocurre
en el caso de los retrovirus y virus RNA en general. La elevada tasa de variación
de la retrotranscriptasa debido a la ausencia de actividad 5---*3<exonucleasa, a la
posibilidad de recombinación de las dos cadenas de RNA presente en el virión y de
hipermutación llevan a una elevada tasa de heterogeneidad genética, no sólo entre
pacientes distintos (Balfe y cols, 1990; Alizon y cok, 1986; Myers y cols, 1991)
sino también en un mismo paciente (Hahn y cok, 1986; Saag y cols, 1988;
Meyerhans y cok, 1989; Wolf y cols, 1990; Delassus y cols, 1991; Kusumi y cois,
1992; Wong y cols. >994>.
Los resultados obtenidos, tanto de las secuencias consenso de muestras de
distintos pacientes como de las secuencias de poblaciones individuales del virus
sajeto a pases seriados in viII-o, reflejan la extensa variabilidad genética que
presenta el VII-hl (Goodenow y cols, 1989: Meyerhans y cols, 1989; Wain-
Hobson y cols, 1989; Delassus y cols, 1991; Kusumi y cols, 1992; Vartanian y
cols, 1992; ver Introducción, sección 1<5.1). Por ello, hay que referirse al VIH (al
igual que a los virus RNA y al resto de los retrovirus) en términos de cuasiespecie
(Introduccion, seccion 1.5), en la que co-existen esencialmente todas las
mutaciones de nucleótido sencillas y dobles y, en proporción decreciente,
mutaciones triples y cuádruples (Domingo y cols, 1985; Steinhauer y Holland,
1986). En esta heterogeneidad genética también juega un papel de gran
importancia el número de provirus que se ha estimado puede haber en un individuo
seropositivo (del orden de 109~10í2 copias) (Wain-Hobson, 1993; Piatak y cols,
l993ab; Dalgleish, 1993). asi como la diferente proporción en que está presente
cada mutante en el conglomerado que compone la cuasiespecie. Quizá sea esta una
posible explicación de las diferencias observadas en cuanto al tiempo requerido
para el surgimiento de variantes resistentes a drogas, factor que también
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condiciona la aparición de mutantes in vi/ro, como seria el caso del virus 302
(sección 3,3 en Resultados).
Los resultados obtenidos permiten concluir que el mecanismo principal que
subyace a la aparición de mutaciones de resistencia a inhibidores de la RT es el de
la selección de variantes resistentes pre-existentes en la población inicial Hasta la
fecha la dominancia de variantes resistentes a inhibidores de la RT se ha descrito
unicamente en presencia de la presión selectiva de la droga.
De este trabajo se desprende que la dominancia de un determinado tipo de
variantes responde a un proceso de selección de variantes pre-existentes en la
cuasiespecie original. Además se muestra la selección de dichos variantes en
ausencia de droga.
El estudio itt viti-o de posibles combinaciones terapeáticas dirigidas contra
la retrotranscriptasa, tras pases seriados en cultivo en presencia de los
correspondientes inhibidores, ha llevado a la selección de genomas con múltiples
mutaciones de resistencia y con fenotipo de resistencia a múltiples drogas en
ensayos in II/ro de sensibilidad (Larder y cols, 1993; Fmini y cols, 1993).
En este trabajo se describe un aislado viable (virus 304> que presenta
mutaciones de resistencia a ALT (sustituciones de los aminoácidos 41, 60, 67, 70 y
215 de la RT), a ddC (la doble mutación en el codón que codifica el aminoácido
69) y a D4T (una mutación doble respecto a los virus de referencia en el codón que
codifica el aminoácido 75). Otro aislado (022) presentaba mutaciones de
resistencia a AZT (sustituciones de los aminoácidos 67, 70 y 219) y a ddC
(aminoácido 69) y otro (virus 302) a ALT (aminoácidos 41 y 2J5) y a nevirapina
(aminoácido 181). Esto apoya descripciones previas de la posibilidad de selección
de virus viable con fenotipo de resistencia a múltiples drogas (Larder y cols, 1993;
Emini y cols, 1993) y que se contraponen a la primera descripción de Chow y cols
(1993ab) que llevó a la iniciación de la ‘terapia de convergencia’ y según la cual la
terapia combinada con AZT. ddl y nevirapina llevaría a la eliminación de la
infección por la inviabilidad del VIH-1 resistente a las tres drogas.
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4.3 Variabilidad en las cuasiespecies naturales del VIH-I
La naturaleza del fenómeno de la aparición de variantes con sensibilidad
reducida a inhibidores de la RT no se conoce con exactitud aunque en el caso de
determinadas drogas podría estar relacionado con la capacidad de la enzima de
reconocer al sustrato (Martin y cols, 1993)o con la longitud de la cadena del DNA
molde (Boyer y cols, 1994). Sin embargo hasta la fecha no se ha descrito el
mecanismo de aparición de dichos variantes.
El análisis de las cuasiespecies naturales del VIH-l en el gen pu! llevado a
cabo muestra claramente la presencia de mutaciones relacionadas con resistencia a
drogas en el provirus procedente de pacientes no tratados con inhibidores de la Rl
o tratados con drogas distintas de aquellas a las que los virus muestran
susceptibilidad reducida o resistencia. Estos resultados se obtuvieron tras el análisis
de muestras no sujetas a cultivo celular para eliminar la posibilidad de alteraciones
genéticas (Níeyerhans y cols, 1989; Delassus y cols, 1991; Kusumi y cols, 1992;
Smith y cols, 1993). Se identificaron 19 variantes con mutaciones en codones que
codifican aminoácidos de la RT implicados en resistencia a drogas con los que los
pacientes no habían sido tratados y en los que la transmisión de virus resistentes no
parece posible por la no disponibilidad de los compuestos, como se ha detallado en
la sección 4.3 para ddC, D4T e inhibidores de la RT no análogos de nucleósido. El
inhibidor FTC no se ha incluido en protocolos de investigación en España y con
3TC se iniciaron en Junio de 1993, fecha posterior al aislamiento de la muestra 49
resistente a estos compuestos (Tabla 2.3 en Materiales y Métodos).
En las muestras procedentes de pacientes tratados con inhibidores de la RT
en los que se detectaron cambios de aminoácidos implicados en resistencia a
drogas con los que no habían sido tratados, la posibilidad de resistencia cruzada
también se ha desestimado por la naturaleza de los cambios identificados. Se ha
descrito resistencia cruzada entre ALT y compuestos derivados de azida (Larder y
cols, 19891)), entre ddl y ddC (St Clair y cois, 1991; Cuy cols, 1992; 1994; Cao y
cols, 1992; Zhang y cols, 1994) y de estos dos últimos con 3TC (Gu y cols, 1992;
¡994). Recientemente, sin embargo, se ha apuntado la posible resistencia cruzada
entre ALT y ddl y ddC (Mayers y cols, 1994).
Los valores de las frecuencias de mutante obtenidas tanto para las muestras
replicadas en células MT-2 como para las muestras no adaptadas a cultivo (Tablas
3.3 y 3.5 en Resultados) mostraron valores similares y semejantes a las frecuencias
de mutantes previamente descritas para el gen pol de distintos VIH-1 respecto a
los virus de referencia LAVCJ01, y LAy,11 (Alizon y cols, 1986). La menor
frecuencia de mutante observada en aquellos codones implicados en resistencia a
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drogas incluidos en la región que comprende los aminoácidos 181 al 219 entre las
muestras cultivadas podría deberse a la reducida muestra estudiada, o a cierta
selección debida al cultivo celular (que se ha observado reduce la heterogeneidad
genética).
El hecho de que las frecuencias de mutante sean similares para aquellos
codones que codifican aminoácidos implicados en resistencia a drogas y para los
que no lo están, pone de relieve la relevancia de la variabilidad genética en la
aparición de variantes resistentes y se puede esperar, por motivos estadísticos, que
ocasionalmente tengan lugar mutaciones en codones implicados en resistencia a
drogas en ausencia de presión selectiva de la droga.
Para ahondar en la naturaleza de la aparición de los cambios de aminoácido
implicados en resistencia a drogas se analizaron las cuasiespecies de 4 muestras. En
general, los valores del espectro de mutantes de cuasiespecies individuales
resultaron ser del orden de 4 veces menores que los valores obtenidos tras la
comparación de muestras independientes, tanto en los virus adaptados a cultivo
como en los no adaptados (Tablas 3.5 y 3.6). Entre las muestras no adaptadas a
cultivos celulares se observó que la flecuencia de mutantes entre los pacientes no
tratados es ligeramente inferior en la zona entre los aminoácidos 181 y 195 (5,5.10
~ sustituciones por nucleótido) que en la zona entre los aminoácidos 196 y 219
(42-1 9-2 sustituciones por nucleótido), al igual que en el caso de las muestras
adaptadas a cultivo (que procedian de pacientes tratados) En el caso de las
muestras no replicadas en células MT-2 y procedentes de pacientes tratados, se
obtuvieron valores similares (1.6.10-2 y 5.5102 sustituciones por nucleótido
respectivamente) en ambas zonas. Estas frecuencias de mutante se correspondieron
con la presencia de mutaciones relacionadas con resistencia a droga en poblaciones
individuales, que no se vieron reflejadas en la secuencia consenso de la muestra.
Estos resultados confirman la posibilidad de la aparición de mutaciones de
resistencia al azar y debido a la variabilidad del VIH-l en genomas individuales en
la cuasiespecie, asi como la posibilidad de selección de dichos genomas siempre
que la capacidad replicativa del virus no se vea comprometida.
Por otro lado, el estudio de muestras de VIH-t no adaptadas a cultivo
celular permitió detectar codones de terminación en algunas de las secuencias
consenso. La presencia de un elevado porcentaje de genomas defectivos en
individuos infectados se ha descrito con anterioridad (Wain-Hobson, 1989;
Meyerhans y cok, 1989; Vartanian y cols, 1992; Wolfs y cols, 1990; Halfe y cols,
1990). Entre las secuencias consenso de las muestras replicadas en cultivo no se
detectaron genomas defectivos, aunque si se observó un codón de terminación en
lis
uno de los clones individuales del virus 304 tras pases seriados. Una vez más se
pone de manifiesto la presión selectiva que ejercen las condiciones de cultivo sobre
las cuasiespecies.
Entre las muestras no adaptadas a cultivo se detectó un virus en que se
observó una hipermutación C—*A, como se ha descrito con anterioridad en otros
genes del VIH (Vartanian y cols, 1991; 1994; Meyerhans y cols, 1994) asi como
en otros virus (Pathak y Temin, 1991). Aunque la presencia de genomas
hipermutados no necesariamente corresponde con genomas defectivos, como se ha
descrito para el virus respiratorio sincitial (Rueda y cols, 1994), en este caso los
dos aminoácidos D supuestamente implicados en la catálisis enzimática (Larder y
cols, 1987; Delareu y cols, 1991) estaban sustituidos, por lo que seria presumible
que dicho genoma friera defectivo.
En este estudio. el análisis de aislados ha revelado la existencia de mutantes
resistentes a inhibidores de la RT en las cuasiespecies de VIH que no han sido
expuestas a dichos inhibidores. Estos datos apuntan a la relevancia de la
variabilidad genética del VJH-í en el fenómeno de desarrollo de resistencias a
antivirales, así como a la posibilidad de selección de variantes resistentes en
ausencia de la presión selectiva de la droga.
La selección de virus RNA resistentes a drogas iii vivo o bu vi/ro se han
descrito para una variedad de virus (Domingo, 1989; Domingo y Holland, >994).
La tolerancia de cambios de aminoácido que presenta la retrotranscriptasa se ha
ilustrado en este trabajo tanto por el análisis de secuencias consenso de pacientes
individuales como por el de clones moleculares del espectro de mutantes.
Este estudio pone de manifiesto la necesidad de controlar y evitar el uso
indiscriminado de agentes antirretroviricos como ha sido descrito con anterioridad
para una variedad de virus (Domingo y Holland, 1992; Duarte y cols, 1994).
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5. CONCLUSIONES
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1. El tratamiento de pacientes infectados por el VII-! con AZT ejerce
una presión selectiva sobre las cuasiespecies del virus de la inmunodefíciencia
humana tipo 1 (VIH- 1) favoreciendo la dominancia de variantes resistentes (en
algunos casos tras solo 12 semanas de tratamiento).
2. En pacientes intolerantes a ALT y tratados con ddl durante
períodos de hasta 56 semanas no se ha observado la presencia de variantes
resistentes en su secuencia consenso
3. En virus con genotipo resistente a AZT, la estructura de
cuasiespecies del V¡H- 1 permite la co-existencia de genomas mutantes con
genomas de tipo salvaje.
4. En este trabajo se ha podido demostrar en condiciones de cultivo
celular que el mecanismo de re-aparición de virus de tipo salvaje tras la eliminación
del tratamiento con ALT responde a la imposición de poblaciones con genotipo
salvaje presentes de manera minoritaria en la población global y no a un fenómeno
de reversión verdadera.
5. En ausencia de la presión selectiva de la droga se han detectado
aislados resistentes a drogas no empleadas en el tratamiento de los pacientes (no
análogos de nucícósido y D4T).
6. La estructura de cuasiespecies del VIH- 1 le confiere una
heterogeneidad genética tal que permite la pre-existencia de mutantes resistentes a
inhibidores de la RT aún en ausencia de tratamiento. Ello se ha documentado por
e! cálculo de frecuencias de mutante promedio y frecuencias de mutante en los
codones que codifican aminoácidos relacionados con resistencia a drogas.
7. Se han detectado genomas con múltiples mutaciones implicadas en
resistencia a drogas en las cuasiespecies del VIH-l procedentes de pacientes tanto
tratados como no tratados.
8. Se ha detectado un genoma del VIH-l viable con múltiples
mutaciones, diez de las cuales están relacionadas con resistencia a tres inhibidores
de la RT
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9. Este trabajo pone de manifiesto la importancia de las cuasiespecies
como reservorios de variantes fenotipicos, de enorme relevancia para el control del
SIDA.
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